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A inflamação é um processo essencial à proteção do organismo, 
entretanto, pode tornar-se prejudicial quando persistente. Neste 
contexto, vários estudos têm sugerido a ativação do inflamassoma, 
complexo que processa as citocinas pró-inflamatórias pró-IL-1β e pró-
IL-18 em suas formas maduras, como um evento determinante na 
patogênese de condições inflamatórias. Evidências têm demonstrado que 
a produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) deve induzir a 
ativação do inflamassoma NLRP3. A neopterina, uma pteridina 
endógena, é considerada um biomarcador precoce e sensível de ativação 
do sistema imune. Concentrações elevadas de neopterina podem ser 
encontradas nos fluidos biológicos de pacientes com doenças 
neurológicas/neurodegenerativas. Entretanto, as concentrações da 
neopterina no líquido cefalorraquidiano parecem não corresponder 
diretamente com as concentrações observadas no plasma, sugerindo que 
a pteridina tenha uma produção no sistema nervoso central (SNC) de 
maneira independente da periferia. Apesar de elevadas concentrações de 
neopterina terem sido associadas a estresse oxidativo e inflamação 
durante décadas, seu papel nestas condições ainda não está elucidado. 
Assim, investigou-se a produção de neopterina no SNC e seus efeitos 
sobre a ativação do inflamassoma em condições inflamatórias. 
Inicialmente, investigou-se se os astrócitos contribuem para a síntese de 
neopterina e qual o efeito da neopterina exógena em condições de 
mitotoxicidade induzida por azida sódica. Observou-se que astrócitos 
corticais produzem e secretam neopterina para o meio extracelular em 
condições de mitotoxicidade. Além disso, neopterina (50 nM) inibiu a 
produção de ERO e aumentou o conteúdo de heme-oxigenase-1 
induzido pela mitotoxina. A fim de avaliar a produção central de 
neopterina, induziu-se a inflamação aguda através da administração 
intraperitoneal de lipopolissacarídeo bacteriano (LPS; 0,33 mg/kg) em 
camundongos suíços adultos. Foi observado que o LPS aumentou 
rapidamente a produção de neopterina no hipocampo e a secreção da 
mesma no soro, fenômenos que aconteceram em paralelo à ativação do 
inflamassoma. Com o objetivo de melhor compreender as consequências 
da produção de neopterina no SNC, avaliou-se também o papel do pré-
condicionamento com neopterina na ativação do inflamassoma induzida 
por LPS em cultura primária de células nervosas humanas. Observou-se 
que o pré-condicionamento com neopterina reduziu a ativação do 
inflamassoma em astrócitos humanos, além de inibir a expressão gênica 
de pró-caspase-1 em neurônios. Ainda, a neopterina aumentou a 
secreção astrocitária das citocinas anti-inflamatórias IL-10 e IL-1Ra. 
Considerando que além de biomarcador da ativação do sistema imune, a 
neopterina deve exercer funções neuroprotetoras em condições 
inflamatórias no SNC, analisou-se a secreção de neopterina e 
mediadores inflamatórios no soro de pacientes diagnosticados com 
Transtorno do Espectro Autista (TEA). Observou-se concentrações 
elevadas de neopterina e das citocinas anti-inflamatórias IL-10 e IL-1Ra 
em pacientes diagnosticados com TEA, porém as citocinas pró-
inflamatórias IL-1β, TNF-α e IL-6 não aumentaram significativamente. 
Em conclusão, a produção de neopterina anterior ou em paralelo à 
estímulos inflamatórios no SNC pode exercer funções neuroprotetoras, 
favorecendo a resistência ao estresse oxidativo e inibindo a ativação do 
inflamassoma, provavelmente devido a ativação da via Nrf2/OH-1. 
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Inflammation is an essential process for host defense; however, it can 
become harmful when sustained. Several studies have suggested that 
inflammasome activation, a protein complex responsible for the 
maturation of pro-inflammatory cytokines, pro-IL-1β and pro-IL-18, is a 
key event in the pathogenesis of inflammatory diseases. It has been 
demonstrated that reactive oxygen species (ROS) production may 
trigger NLRP3 inflammasome activation. Neopterin, an endogenous 
pteridin, is considered an early and sensitive biomarker of immune 
system activation. Elevated neopterin levels can be found in the 
biological fluids of patients affected by neurological/neurodegenerative 
diseases. The origin of the metabolite in the brain is still not completed 
defined, but there is some evidence suggesting that neopterin synthesis 
in the central nervous system (CNS) is independently of the periphery. 
Although elevated neopterin levels have been associated with oxidative 
stress and inflammation for decades, the role of the pteridine in these 
conditions remains also unclear. Initially, it was investigated whether 
astrocytes could contribute to neopterin synthesis and the effects of 
exogenous neopterin on azide-induced mitotoxicity. It was observed that 
rat cortical astrocytes produced and released neopterin under 
mitochondrial stress. In addition, extracellular neopterin (50 nM) 
inhibited ROS production and increased heme-oxygenase-1 (HO-1) 
content. Thus, we investigated neopterin production in the CNS under 
lipopolysaccharide (LPS)-induced inflammatory conditions. A single 
LPS (0.33 mg/kg; intraperitoneal) injection in adult Swiss mice elicited 
an early hippocampal and serum increase of neopterin levels, 
phenomenon that occurred in parallel with inflammasome activation. 
Aiming to better understand the role of neopterin under inflammatory 
conditions in the CNS, we evaluated the effect of pre-conditioning 
human primary nerve cells on LPS-induced inflammasome activation. 
Neopterin pre-conditioning inhibited the inflammasome activation in 
astrocytes and neurons. Moreover, neopterin conditioning increased the 
astrocytic release of anti-inflammatory cytokines IL-10 and IL-1Ra. 
Finally, considering that neopterin showed the above mentioned 
cytoprotective effects and that it is a clinical biomarker for 
inflammation, we then analyzed the levels of neopterin and cytokines in 
the serum of patients affected by Autism Spectrum Disorders (ASD), 
which physiopathology is still virtually known. Higher neopterin and 
anti-inflammatory IL-10 and IL-1Ra levels were observed in ASD 
patients, while IL-1β, TNF-α and IL-6 did not change. In conclusion, 
neopterin may exert neuroprotective functions when produced before or 
in parallel with the inflammatory stimulus in the CNS by favoring 
oxidative stress resistance and inhibiting inflammasome activation, 
probably by activating the Nrf2/HO-1 cytoprotective pathway. 
Keywords: Neopterin, inflammasome, oxidative stress, central nervous 
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A inflamação é uma resposta protetora do organismo que visa 
eliminar patógenos ou moléculas causadoras de danos celulares e 
teciduais. A persistência e/ou desequilíbrio dessa resposta pode 
desencadear um estado de inflamação crônica, acarretando um quadro 
prejudicial de dano tecidual (para revisão ver Hsieh e Yang, 2013). 
Deste modo, a neuroinflamação e a resposta imune inata são 
considerados eventos importantes na patogênese de inúmeras doenças 
do sistema nervoso central (SNC), como por exemplo de Alzheimer, 
Parkinson, autismo, entre outras (Vargas et al., 2005, Sriram et al., 2006, 
Gubandru et al., 2013). Em um quadro de neuroinflamação há o 
envolvimento de citocinas pró-inflamatórias na patogênese de doenças 
que envolvem o SNC. Entre elas estão as interleucinas (IL)-1β e IL-18, 
as quais são sintetizadas como proteínas precursoras e dependem de um 
posterior processamento executado pela enzima caspase-1 para 
tornarem-se maduras e exercerem suas funções (Thornberry et al., 
1992). Da mesma forma, a ativação da protease caspase-1 é dependente 
da clivagem proteolítica realizada por um complexo multiprotéico 
denominado inflamassoma. Esse complexo é constituído por i) uma 
proteína sensora/receptora de localização citosólica que serve como uma 
plataforma para a formação do complexo, ii) uma proteína adaptadora 
ASC (proteína semelhante a partícula apoptótica contendo CARD 
(domínio efetor de recrutamento de caspases)), e iii) uma proteína 
efetora, a caspase-1 (Martinon et al., 2002). A formação do 
inflamassoma facilita a autoclivagem e ativação da caspase-1, a qual 
cliva proteoliticamente as citocinas pró-IL-1β e pró-IL-18 nas suas 
formas maduras, favorecendo respostas pró-inflamatórias e anti-
microbianas (Broz et al., 2010, Liu et al., 2012).  
Embora a ativação do inflamassoma seja essencial para a defesa 
contra patógenos, estudos recentes demostraram que a ativação desse 
complexo está envolvida na patogênese de diversas doenças com 
componente inflamatório, incluindo condições crônicas periféricas, 
como o diabetes do tipo 2, e doenças do SNC, como as 
neurodegenerativas, doença de Parkinson e de Alzheimer; e do 
desenvolvimento, como o autismo (Halle et al., 2008, Masters et al., 
2010, Siniscalco et al., 2012, Codolo et al., 2013, Heneka et al., 2013). 
Assim, a pesquisa de potenciais inibidores da ativação do inflamassoma 
permitirá o desenvolvimento de terapias efetivas para o tratamento de 
doenças com componente inflamatório crônico na sua fisiopatogenia. 
O uso de biomarcadores periféricos auxilia a caracterizar 
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precocemente, avaliar a progressão ou monitorar o tratamento paliativo 
em processos sistêmicos e/ou neurológicos (Brodacki et al., 2008, 
Molero-Luis et al., 2013, Wissmann et al., 2013, Suh et al., 2014). Neste 
contexto, o aumento na concentração de neopterina tem sido relacionado 
com o desenvolvimento e progressão de doenças com comprometimento 
neurológico, como doença de Parkinson e Alzheimer (Hull et al., 2000, 
Widner et al., 2002, Azumagawa et al., 2003, Frick et al., 2004, Molero-
Luis et al., 2013, Parker et al., 2013, Wissmann et al., 2013). 
A neopterina é um subproduto da via de síntese de novo da 
tetrahidrobiopterina (BH4), sintetizada em condições de estresse celular 
induzido por estímulos inflamatórios, incluindo interferon (IFN)-γ, LPS 
(lipopolissacarídeo bacteriano), peróxido de hidrogênio, entre outros 
(Troppmair et al., 1988, Franscini et al., 2003, Ishii et al., 2005). Em 
humanos, a literatura sugere que macrófagos e monócitos seriam os 
principais produtores de neopterina (Werner et al., 1990), com o intuito 
de exacerbar a resposta inflamatória por eles mediada. Desta forma, um 
aumento nas concentrações de neopterina em fluidos biológicos tem sido 
considerado como um marcador sensível de ativação do sistema imune. 
Por exemplo, as concentrações plasmáticas dessa pteridina podem 
aumentar de 2-3 vezes em indivíduos afetados por infecções virais, 
doenças autoimunes, doenças de progressão crônica periféricas ou do 
SNC (Fredrikson et al., 1987, Fuchs et al., 1989a, Parker et al., 2013). 
Além disso, as concentrações de neopterina podem atingir até 500 
nmol/L no líquido cefalorraquidiano (LCR) em doenças metabólicas 
hereditárias caracterizadas pela deficiência da enzima 6-piruvoil 
tetrahidrobiopterina sintase (PTPS) (Blau et al., 1996). 
As investigações relacionadas com a produção de neopterina têm 
sido geralmente focadas em células da linhagem mielóide periférica 
(Franscini et al., 2003). No entanto, recentemente, Kuehne e 
colaboradores (2013) sugeriram que a neopterina também seria 
produzida no SNC, baseado i) no baixo quociente (1/40) estimado para a 
passagem de neopterina pela barreira hematoencefálica (BHE) (Hagberg 
et al., 1993); ii) nas concentrações superiores de neopterina encontradas 
no LCR em relação ao plasma ou soro em, por exemplo, pacientes com 
doenças neurológicas com BHE intacta (Kuehne et al., 2013). Além 
disso, resultados prévios do nosso grupo estão de acordo com essa 
proposta de produção central de neopterina, visto que foi observada a 
secreção do composto por fatias hipocampais em condições de 
toxicidade mitocondrial (Ghisoni e Latini, 2015). Entretanto, pouco se 
sabe sobre as funções extracelulares da neopterina no SNC. Alguns 
estudos associam elevadas concentrações de neopterina (superiores as 
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encontradas em condições patológicas) com estresse oxidativo, 
inflamação e apoptose (Weiss et al., 1993, Hoffmann et al., 1996, 
Schobersberger et al., 1996, Cirillo et al., 2006). Por outro lado, estudos 
recentes demonstraram que, quando administrada por via 
intracerebroventricular (i.c.v.), a neopterina (em concentrações 
ligeiramente acima das encontradas em condições basais) melhora o 
estado antioxidante no córtex cerebral de camundongos e reduz a 
produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) (Ghisoni e Latini, 
2015). Além disso, facilita a aquisição da memória do tipo aversiva e a 
geração do potencial de longa duração (LTP) hipocampal e reduz a 
concentração de IL-6 induzida pela administração periférica de LPS em 
tecido cerebral de camundongos (Ghisoni et al., 2016). 
Considerando-se que a ativação do inflamassoma e a produção e 
acúmulo de neopterina ocorrem em condições inflamatórias e que a 
neopterina deve ser produzida e acumulada no tecido nervoso, buscou-se 
















2. ESTADO DA ARTE 
 
2.1. NEUROINFLAMAÇÃO  
A manutenção da homeostasia do SNC é essencial para o 
funcionamento das células neuronais. O processo inflamatório 
desempenha um papel crucial nesse processo de homeostase, 
principalmente através da defesa ativa contra diversos estímulos nocivos 
como infecções virais neurotrópicas e/ou danos traumáticos, 
promovendo o reestabelecimento da função celular e tecidual (Butovsky 
et al., 2006, Das et al., 2014). O SNC desempenha estratégias para 
limitar a entrada de elementos imunes bem como a ativação imune 
tecidual, fenômeno chamado de privilégio imune. Tal condição é 
parcialmente dependente da presença e da integridade da BHE, a qual 
limita a entrada de solutos e íons (Carson et al., 2006). Enquanto o 
acesso imune periférico para o SNC é restrito e finamente controlado, 
esse é capaz de gerar, de forma aguda ou crônica, respostas 
inflamatórias e imunes a vários estímulos nocivos, como por exemplo, 
infecções, trauma, derrame, toxinas e outros (Xiong et al., 2009, Fu et 
al., 2014, Wang et al., 2014). A resposta neuroinflamatória aguda no 
SNC inclui a ativação de células imunes residentes, como a microglia, 
resultando em um fenótipo fagocítico com liberação de mediadores 
inflamatórios como citocinas e quimiocinas (Henry et al., 2009, 
Puntener et al., 2012). Enquanto um estímulo agudo pode induzir 
estresse celular, esse é tipicamente de curta duração e se resolvido, não 
prejudica a sobrevivência neuronal. Assim, acredita-se que uma resposta 
neuroinflamatória aguda seja, de maneira geral, benéfica ao SNC, desde 
que ela tenda a minimizar o dano e contribuir para o reparo do tecido 
danificado. 
Quando a homeostasia do tecido nervoso não é restaurada após a 
resposta inflamatória aguda local, a neuroinflamação torna-se uma 
condição crônica, a qual pode levar a morte neuronal, representado um 
dos vários eventos patológicos induzidos por fatores pró-inflamatórios 
(para revisão ver Hsieh e Yang, 2013). Além de ativação persistente da 
microglia e subsequente liberação de mediadores inflamatórios, a 
neuroinflamação crônica também envolve o aumento do estresse 
oxidativo e/ou nitrosativo (Tronel et al., 2013, Vasconcelos et al., 2015). 
A liberação constante de mediadores inflamatórios propaga o ciclo 
inflamatório, ativando mais células microgliais, promovendo sua 
proliferação e resultando na liberação de mais fatores inflamatórios. 
Devido a natureza crônica e persistente da inflamação, pode ocorrer 
comprometimento da integridade da BHE, aumentando a 
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permeabilidade da mesma com consequente infiltração de macrófagos 
periféricos no parênquima cerebral (Yang et al., 2014, Maggioli et al., 
2015). A partir desses pressupostos entende-se que a neuroinflamação 
tem consequências benéficas e deletérias, dependendo, criticamente, da 
resolução da resposta inflamatória. 
As células microgliais são macrófagos residentes no tecido 
nervoso e são as primeiras células a responderem a um estímulo nocivo. 
Desempenham papel crítico no reparo tecidual, regeneração neuronal, 
regulação do número de sinapses durante o desenvolvimento 
(Wakselman et al., 2008) e a remoção de neurônios apoptóticos 
(Takahashi et al., 2005). A microglia pode ser ativada por estímulos 
agudos ou em estados crônicos como no envelhecimento e em doenças 
do SNC (McGeer et al., 1988). No seu estado ativado, a microglia divide 
funções com macrófagos de outros tecidos, destruindo e fagocitando 
vírus, bactérias e outros invasores; possivelmente apresentando os 
antígenos para linfócitos infiltrados no tecido cerebral e removendo 
debris celulares como parte da restauração tecidual. A microglia pode 
modular a neuroinflamação, recuperar a homeostasia e proteger o tecido 
nervoso através da produção de citocinas anti-inflamatórias e fatores de 
reparo tecidual, como glicocorticóides e IFN do tipo 1α e 1β (Park et al., 
2007, Khorooshi e Owens, 2010). Entretanto, quando a neuroinflamação 
torna-se crônica e/ou sob estimulação secundária, a microglia produz 
quantidades excessivas de citocinas pró-inflamatórias, como fator de 
necrose tumoral (TNF)-α, IL-1β e IL-6, e ERO (Godbout et al., 2005), 
exercendo efeitos deletérios e contribuindo para o desenvolvimento de 
doenças como a de Parkinson (Lazzarini et al., 2013).  
Os astrócitos também mantém a homeostasia normal do tecido 
cerebral e exercem funções que auxiliam no desenvolvimento e 
migração de neurônios durante o desenvolvimento do SNC, produção de 
fatores de crescimento, manutenção da integridade da BHE e 
participação de respostas imune e de reparo (para revisão ver Pekny e 
Pekna, 2014)). Nas últimas décadas, funções adicionais dos astrócitos 
têm emergido, incluindo seu papel crítico no funcionamento sináptico. 
Especificamente, processos astrocíticos envolvem a maioria das sinapses 
no cérebro, e expressam receptores para vários neurotransmissores, os 
quais medeiam elevações na concentração de Ca2+ astrocitária, 
resultando na secreção regulada de gliotransmissores. Os 
gliotransmissores, por sua vez, modulam a excitabilidade neuronal e 
força sináptica (Perea e Araque, 2007). Assim como a microglia, os 
astrócitos apresentam inúmeros receptores envolvidos na imunidade 
inata, incluindo os receptores do tipo Toll (TLRs), principalmente TLR 
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2 e 4 (Bowman et al., 2003) e do tipo domínio de oligomerização de 
ligação a nucleotídeos (NOD) (Sterka et al., 2006). Apesar de não serem 
consideradas células imunes, os astrócitos também possuem 
propriedades do tipo imune, como a expressão de citocinas (IL-1, IL-6, 
IL-10, IFN-α e IFN-β, TNF-α e TNF-β), quimiocinas (Choi et al., 2014) 
e fagocitose de debris celulares (Bechmann e Nitsch, 1997).  
As células com papel na resposta imune são ativadas pelo 
reconhecimento de estímulos nocivos ao tecido, os quais podem ser de 
origem patogênica ou do próprio hospedeiro. Os estímulos patogênicos 
são estruturas microbianas conservadas, como  LPS, lipoproteínas, 
flagelina, peptideoglicano ou ácidos nucleicos bacteriano e viral. Essas 
estruturas são classificadas como padrões moleculares associados a 
patógenos (PAMPs) ou a microorganismos (MAMPs) (Poltorak et al., 
1998, Ozinsky et al., 2000, Souza et al., 2004). Quando invadem tecidos 
e/ou o sistema circulatório, os PAMPs/MAMPs podem iniciar uma 
resposta inflamatória mediada pelas células da imunidade inata (Figura 
1), com consequente liberação de DAMPs (padrões moleculares 
associados a perigo). DAMPs são estímulos endógenos que podem ser 
células danificadas (debris) ou  moléculas liberadas durante a morte 
celular como o ATP (adenosina trifosfato), que induzem a produção de 
citocinas pró-inflamatórias em resposta a danos ou ao estresse 
(Perregaux e Gabel, 1994).  DAMPs podem agir sinergicamente com 
PAMPs/MAMPs e contribuir para o dano tecidual. Quando a resposta 
inflamatória é desencadeada exclusivamente pela presença de DAMPs, 
ela é denominada inflamação estéril, por não haver envolvimento de 
microorganismos (Codolo et al., 2013, Heneka et al., 2013).  
A indução da resposta pró-inflamatória mediada por PAMPs, 
MAMPs ou DAMPs envolve a presença de sensores moleculares, 
coletivamente chamados de receptores de reconhecimento de padrões 
(PRRs). Existem várias subfamílias de PRRs incluindo os TLRs, do tipo 
NOD (NLRs), de lectina tipo-C (CLRs) e receptores do tipo RIG (gene 
induzível por ácido retinóico) (RLRs). No entanto, NLRs têm chamado 
mais atenção devido à habilidade de formar complexos multiproteicos 
denominados de inflamassomas. A ativação do inflamassoma já tem 
sido relacionada à fisiopatologia de diversas doenças crônicas com 
componente inflamatório, como por exemplo, as doenças 
neurodegenerativas (Chin et al., 2008, Heneka et al., 2013, Terrill-Usery 




Figura 1. Ativação de resposta imune inata mediada por PAMPs, MAMPs e/ou 
DAMPs. (a) PAMPs liberados de patógenos durante uma infecção e/ou (c) 
MAMPs provenientes de bactérias comensais ativam PRRs localizados na 
membrana celular, como TLR e CLR, ou no citosol das células imunes, como 
NLR e alguns subtipos de TLR, levando à resposta inflamatória. Ainda, o 
processo infeccioso pode levar a lesão tecidual e consequente liberação de 
DAMPs, os quais também podem ativar os PRRs, contribuindo para a 
inflamação. (b) No caso de lesão tecidual, os DAMPs liberados (por exemplo, 
ATP) podem ser agonistas endógenos dos receptores TLR e/ou NLR e 
ativadores do inflamassoma, ou ainda ativar diretamente PRRs de membrana e 
citosólicos e levar a uma inflamação estéril, desde que não há envolvimento de 
microorganismos. PAMPs: padrões moleculares associados a patógenos; 
MAMPs: padrões moleculares associados a microorganismos; DAMPs: padrões 
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moleculares associados a perigo; PRRs: receptores de reconhecimento de 
padrões; TLR: receptores do tipo Toll; CLR: receptores de lectina tipo-C; NLR: 
receptores do tipo NOD, RLR: receptores do tipo RIG. Adaptado de Mills, 
2011. 
2.2. INFLAMASSOMA 
O inflamassoma consiste em um complexo de proteínas 
sinalizadoras que promove o processamento de pró-IL-1β e pró-IL-18 
(Martinon et al., 2002), citocinas conhecidas pela habilidade em causar 
efeitos biológicos associados a infecção, inflamação e processos 
autoimunes (Bohn et al., 1998, Casamenti et al., 1999, Lachmann et al., 
2009b, Palotai et al., 2014). O processamento dos precursores de IL-1β e 
IL-18 é mediado pela caspase-1 (Thornberry et al., 1992), protease 
sintetizada como um zimogênio inativo de 45kDa constituído por um 
domínio CARD e duas subunidades, p20 (20 kDa) e p10 (10 kDa), que 
juntas formam o pró-domínio protease. O inflamassoma funciona como 
uma plataforma que permite a aproximação de duas ou mais pró-
caspases, permitindo sua auto-clivagem proteolítica e a formação de um 
heterodímero enzimaticamente ativo, composto pelas subunidades p20 e 
p10 (Salvesen e Dixit, 1999, Martinon et al., 2002, Boatright et al., 
2003).  
Existem quatro inflamassomas convencionais ou canônicos que 
processam pró-IL-1β e pró-IL-18 via caspase-1 (Figura 2) e estes são:  
NLRP1 (proteína da família NLR, contendo domínio pirina 1), NLRP3, 
IPAF (fator ativador da atividade da enzima conversora de IL-1) e a 
proteína AIM2 (ausente em melanoma 2) induzida por IFN e 
pertencente a família HIN (domínio de expressão hematopoiética, 
induzível por interferon, de localização nuclear). Estes inflamassomas 
diferem principalmente quanto à estrutura, requerimento da proteína 
acessória ASC e potenciais ativadores. A proteína ASC é constituída por 
um domínio pirina (PYD) e um domínio CARD e funciona como um 
adaptador para a interação entre proteínas contendo PYD e proteínas 
contendo CARD, como a pró-caspase-1 (Masumoto et al., 1999, 
Conway et al., 2000).  
O AIM2 é formado por um domínio HIN e um domínio PYD, o 
qual medeia a associação do receptor com a proteína adaptadora ASC, 
permitindo o recrutamento de pró-caspase-1 e a formação do 
inflamassoma (DeYoung et al., 1997). Este receptor pode ser ativado 
tanto por ácido desoxirribonucleico (DNA) bacteriano como viral 
(Hornung et al., 2009, Roberts et al., 2009). 
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Os receptores NLRP1, NLRP3 e IPAF pertencem à família NLR 
e são caracterizados pela marcante homologia estrutural com proteínas 
de resistência à infecções em plantas (Dixon et al., 2000). São 
constituídos por três domínios: i) LRR (repetições ricas em leucina) cuja 
função está relacionada ao reconhecimento de PAMPs (Kajava, 1998); 
ii) NACHT [NAIP (proteína inibidora da apoptose neuronal), CIITA 
(transativador do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de 
classe II), HET-E (proteína de incompatibilidade de Podospora 
anserina) e TP1 (proteína associada à telomerase)] responsável pela 
oligomerização do receptor (Pop et al., 2006, Faustin et al., 2007); iii) e 
CARD ou PYD, que permitirão a associação com ASC ou pró-caspase-1 
(Zou et al., 1997, Bertin et al., 1999, Inohara et al., 1999) (Figura 2).  
O IPAF, também conhecido como NLRC4 (NLR contendo 
domínio CARD 4), contém um domínio CARD, podendo associar-se 
direta e especificamente com a pró-caspase-1 através de interação 
homotípica CARD-CARD (Poyet et al., 2001). Pode ser ativado por 
bactérias inteiras como Salmonella typhimurium, Pseudomonas 
aeruginosa ou Legionella pneumophila, bem como por componentes 
bacterianos como a flagelina (Franchi et al., 2006, Miao et al., 2008, 
Case et al., 2009). Entretanto, o exato mecanismo da detecção de 
compostos bacterianos por IPAF e a ativação de caspase-1 ainda não 
estão totalmente elucidados.  
A maior subfamília de receptores NLR é denominada NLRP, 
também conhecido como NALP (proteína contendo domínios NACHT, 
LRR e PYD), contendo 14 membros em humanos e 12 em 
camundongos. Os membros clássicos são NLRP1 e NLRP3 (Martinon et 
al., 2002, Mariathasan et al., 2004), apesar de NLRP2 também formar  
inflamassomas funcionais (Minkiewicz et al., 2013). NLRP1 contém os 
domínios citados anteriormente e, ainda, o domínio FIIND (com função 
a ser descoberta) seguido por um CARD. Portanto, NLRP1 pode 
recrutar diretamente a pró-caspase-1. Já foi demonstrado que NLRP1 
pode ser ativado por Bacillus anthracis e muramil dipeptídeo, 
constituinte da parede celular bacteriana (Hsu et al., 2008). O receptor 
NLRP2 não tem sido muito investigado, mas estudos mostraram que 
esse receptor pode ser ativado por LPS, IFN-α e IFN-γ (Bruey et al., 
2004). O NLRP3 é o inflamassoma mais estudado e melhor 
caracterizado, provavelmente pela capacidade de detectar tanto PAMPs 
como DAMPs. Quando ativado, o receptor é desubiquitinado (para 
evitar a degradação por autofagia) e se auto-oligomeriza de maneira 
dependente de ATP (Duncan et al., 2007). Os complexos NLRP3 e 
NLRP2, diferentemente de NLRP1, não contém o domínio CARD, 
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requerendo a proteína adaptadora ASC para o recrutamento de pró-
caspase-1. Assim, esses inflamassomas são formados pelas interações 
homotípicas PYD-PYD entre o receptor e ASC e CARD-CARD entre 
ASC e pró-caspase-1. O recrutamento de pró-caspase-1 para o complexo 
proteico levará a sua auto-clivagem e ativação (Figura 2) (Agostini et 



























Figura 2. Estrutura dos inflamassomas convencionais. Todos os inflamassomas 
convencionais são constituídos por um receptor e a proteína efetora pró-caspase-
1, diferenciando-se quanto a necessidade da poteína adaptadora ASC. Os 
receptores NLRP1 e IPAF possuem um domínio CARD, permitindo o 
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recrutamento de caspase-1 diretamente, enquanto NLRP3 e AIM2 possuem um 
domínio PYD e necessitam de ASC para formação do inflamassoma. As setas 
indicam locais de clivagem. LRR: repetições ricas em leucina; NACHT: NAIP, 
CIITA, HET-E, e TP1; PYD: domínio pirina; CARD: domínio efetor de 
recrutamento de caspases; FIIND: domínio com função a ser descoberta; HIN: 
domínio de expressão hematopoiética, induzível por interferon, de localização 
nuclear. Adaptado de Schroder e Tschopp, 2010. 
 
Os componentes do inflamassoma são comumente expressos em 
condições fisiológicas em células da linhagem mielóide e/ou tecidos 
ricos em células envolvidas com a imunidade inata (Kummer et al., 
2007, Guarda et al., 2011). No entanto, já foi demonstrado que células 
nervosas também expressam constitutivamente as proteínas que formam 
os inflamassomas. Assim, NLRP1 já foi detectado em cultura de 
neurônios humanos (Kaushal et al., 2015) e em neurônios da medula 
espinhal de camundongos (de Rivero Vaccari et al., 2008). AIM2 e 
IPAF também foram detectados em cultura de neurônios humanos, mas 
não tão expressivamente como NLRP1 (Kaushal et al., 2015). A 
proteína NLRP2 foi descrita em cultura primária de astrócitos humanos 
(Minkiewicz et al., 2013), e a presença de RNAm (ácido ribonucleico 
mensageiro) para IPAF, NLRP1, AIM2 e NLRP3, sendo o último o mais 
abundante, foi descrita em astrócitos corticais obtidos de camundongos 
(Alfonso-Loeches et al., 2014). Assim, embora não se conheça 
detalhadamente a ativação do inflamassoma no SNC, conta-se com 
evidências sobre a presença de inúmeras proteínas envolvidas no 
processo. 
 
2.2.1. Ativação convencional do inflamassoma NLRP3 
O inflamassoma NLRP3 é considerado único entre os sensores do 
sistema imune inato visto que pode ser ativado por PAMPs e DAMPs 
com grande variabilidade estrutural (Mariathasan et al., 2004). O 
NLRP3 pode ser ativado por altas concentrações de ATP, glicose, ERO, 
esfingosina, ceramidas, LDL (lipoproteína de baixa densidade) oxidada, 
peptídeo β-amilóide, cristais de ácido úrico e colesterol, além de 
irritantes ambientais e produtos químicos tóxicos, como partículas de 
asbesto, biomateriais, nanopartículas, entre outros (Figura 3) (Halle et 
al., 2008, Duewell et al., 2010, Jiang et al., 2012, Luheshi et al., 2012). 
Devido à grande diversidade química e estrutural de seus ativadores 
(Petrilli et al., 2007, Dostert et al., 2008, Halle et al., 2008), é provável 
que tanto os agonistas de NLRP3, quanto as vias de sinalização por ele 
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ativadas, alterem a homeostase celular ou a função de alguma organela 
que integra os sinais de ativação e, consequentemente, provoque a 
ativação do inflamassoma. É importante salientar que inflamassomas 
apenas podem induzir o processamento e secreção de IL-1β e IL-18 que 
estão previamente estocadas nas células. Assim, o inflamassoma NLRP3 
necessita de dois sinais para ser ativado. O primeiro sinal ou priming é 
fornecido por ligantes de TLR ou bem por ativadores de fator nuclear 
kappa B (NF-κB), o qual induzirá a expressão de pró-IL-1β e também de 
NLRP3. O segundo sinal ativará diretamente NLRP3, estimulará a 
ativação de caspase-1 e a clivagem de pró-IL-1β e pró-IL-18 com 
subsequente liberação das citocinas maduras.  
Existem três principais modelos de ativação do inflamassoma 
NLRP3 (Figura 3): o efluxo de K+ induzido por ATP, a ruptura 
lisossomal e a produção de ERO. 
Podem ser citados entre os ativadores do inflamassoma NLRP3 
agentes que induzem o efluxo de K+ intracelular, como altas 
concentrações extracelulares de ATP e/ou toxinas formadoras de poro, 
como nigericina. Inicialmente demonstrou-se que esses compostos, ATP 
e nigericina, induzem a secreção de IL-1β madura via depleção de K+ 
em macrófagos pré-estimulados com LPS (Hogquist et al., 1991, 
Perregaux e Gabel, 1994). Além disso, Walev e colaboradores (1995) 
mostraram que a adição de K+ ao meio extracelular, bloqueando o 
efluxo do íon, inibe a secreção de IL-1β ativa em cultura de monócitos.  
A estimulação in vitro de macrófagos murinos com altas 
concentrações de ATP (a partir de 100 µM) ativa o receptor purinérgico 
P2X7 (P2X7R) que se encontra associado a um canal de cátions e que 
induz o rápido efluxo de K+ (Surprenant et al., 1996). Isso leva a 
abertura de um grande poro permeável à moléculas de 900 Da ou 
maiores constituído por panexina-1, proteína da família das conexinas 
presentes nas junções comunicantes (Pelegrin e Surprenant, 2006). 
Existem especulações de que ativadores de NLRP3 poderiam atravessar 
tal poro e ativar o receptor presente no citosol, porém, o papel de 
panexina-1 na ativação do inflamassoma ainda não está esclarecido.  
No que se refere à ativação de P2X7R, esta acontece 
exclusivamente na ativação de NLRP3 induzida por ATP. Em 
macrófagos murinos, a ativação de P2X7R por ATP exógeno é 
estritamente necessária para o processamento e secreção de IL-1β em 
resposta a estímulos exógenos (Franchi et al., 2007). Entretanto, 
dependendo do tipo celular e espécie, o primeiro sinal ou priming induz 
alterações celulares (como secreção de ATP) suficientes para ativar 
NLRP3. Por exemplo em monócitos humanos estimulados com LPS, a 
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secreção de IL-1β via NLRP3 foi dependente da ativação de P2X7R 
(Piccini et al., 2008). A ativação do inflamassoma NLRP3 via efluxo de 
K+ também já foi induzida por outros ativadores além de ATP, como 
cristais de urato monosódico, peptideoglicanos da parede celular 
bacteriana (Petrilli et al., 2007), asbesto (Dostert et al., 2008), entre 
outros.  
O segundo modelo de ativação convencional do inflamassoma foi 
proposto especialmente para ativadores particulados e/ou cristalinos. 
Quando endocitados, esses compostos causariam a desestabilização do 
compartimento ácido lisossomal, com posterior liberação de catepsina B 
que ativaria o receptor NLRP3 (Hornung et al., 2008). Neste sentido, foi 
demonstrado que inibidores de catepsina B podem prevenir a ativação 
de caspase-1 induzida por certos microorganismos, como Neisseria 
gonorrhoeae e toxinas bacterianas, como citolisina dependente de 
colesterol (CDC), em monócitos humanos e macrófagos murinos, 
respectivamente (Chu et al., 2009, Duncan et al., 2009). Ademais, a 
desestabilização dos lisossomos pode acarretar na liberação de seu 
conteúdo de Ca2+, com consequente ativação da liberação desse íon pelo 
retículo endoplasmático e subsequente ativação de NLRP3 (Murakami 
et al., 2012). O papel da sinalização e fluxo de Ca2+ na ativação do 
inflamassoma ainda não está totalmente elucidado, visto que ainda não 
há um consenso na literatura sobre o assunto. 
No terceiro modelo, a produção de ERO é considerada um evento 
crítico para a ativação do inflamassoma. Inicialmente, sugeriu-se que a 
ativação do inflamassoma era induzida por ERO produzida por NADPH 
(fosfato de nicotinamida e adenina dinucleotídeo) oxidases em 
macrófagos (Dostert et al., 2008). Porém, como a deficiência em quatro 
das sete isoformas da enzima não afetou a ativação do inflamassoma em 
macrófagos humanos (Meissner et al., 2010), os estudos foram 
direcionados para o envolvimento de ERO de origem mitocondrial 
(Nakahira et al., 2011, Alfonso-Loeches et al., 2014).  
Em condições fisiológicas, a mitocôndria é a principal fonte de 
ERO durante a transferência de elétrons para a redução completa de 
oxigênio em água (Barja, 1998). Entretanto, alterações na atividade da 
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial podem levar à ativação 
do inflamassoma por produção excessiva das EROs. Por exemplo, o 
inibidor do complexo I da cadeia transportadora de elétrons, rotenona, 
induz a produção de ERO mitocondrial conjuntamente com o priming 
do inflamassoma NLRP3,  em macrófagos murinos nocautes para as 
proteínas NLRP3 e Myd88/Trif (fator 88 de diferenciação mielóide/ 
adaptador contendo domínio comum aos receptores Toll/IL-1 (TIR) 
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indutor de IFN-β) (envolvidas na via de sinalização do LPS) (Juliana et 
al., 2012). Além disso, a exposição à rotenona induz a oligomerização 
de NLRP3 em células renais humanas (Park et al., 2013), e a ativação de 
NLRP3 em linhagem de células microgliais murinas (Liang et al., 2015). 
Ainda, a antimicina A, inibidor do complexo III da cadeia respiratória, e 
o FCCP (carbonilcianeto-4-trifluorometoxi fenil-hidraxona), 
desacoplador da fosforilação oxidativa mitocondrial, aumentam 
significativamente a secreção de IL-1β e produção de ERO em 
macrófagos murinos (Jabaut et al., 2013). Por outro lado, o uso de 
antioxidantes mitocondriais inibe a ativação do inflamassoma. Por 
exemplo, MitoTEMPO, antioxidante específico contra as EROs 
mitocondriais, reduz a produção de ERO mitocondrial e a ativação do 
inflamassoma em macrófagos nocautes para a enzima óxido nítrico 
sintase induzível (NOS2), quando estimulados com LPS e ATP (Mao et 








































Figura 3. Principais vias de ativação convencional do inflamassoma NLRP3. 
Em geral, as células não estocam pró-IL-1β. Dessa forma, existe a necessidade 
de preparar a célula priming para induzir a síntese de pró-IL-1β mediante a 
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ativação do fator de transcrição NF-κB. Posteriormente, os ativadores do 
inflamassoma NLRP3 devem induzir alterações celulares que levem a sua 
ativação como, por exemplo, mediante o efluxo de K+ induzido por ATP, 
produção de EROs ou ruptura lisossomal induzida por ligantes particulados, 
como cristais de ácido úrico, asbesto e silica. Essas alterações levam a 
oligomerização do receptor NLRP3, recrutamento de ASC e pró-caspase-1, 
facilitando a sua auto-clivagem e ativação. A caspase-1 ativada promove a 
clivagem proteolítica de pró-IL-1β em IL-1β madura ou ativada, com posterior 
secreção. PAMPs: padrões moleculares associados a patógenos; DAMPs: 
padrões moleculares associados a perigo; ERO: espécies reativas de oxigênio; 
LRR: repetições ricas em leucina; NACHT: NAIP, CIITA, HET-E, e TP1; 
PYD: domínio pirina; CARD: domínio efetor de recrutamento de caspases; 
CASP: pró-domínio protease formado por p20 e p10. Adaptado de Schroder e 
Tschopp, 2010. 
 
O exato mecanismo pelo qual as EROs ativam o inflamassoma 
ainda não está bem definido. A hipótese mais aceita é a de que as EROs 
induzem a ativação do inflamassoma via proteína de interação com a 
tiorredoxina (TXNIP) (Figura 4). A TXNIP localiza-se no núcleo celular 
e em condições de estresse oxidativo transloca-se para o citosol ou para 
a mitocôndria. No citosol, TXNIP associa-se à proteína tiorredoxia 1 
(TRX1), e na mitocôndria, à TRX2. A associação com TXNIP, inibe a 
atividade antioxidante de ambas TRXs (Nishiyama et al., 1999, Saxena 
et al., 2010). Quando a produção de ERO aumenta, TRX1 é oxidada e o 
complexo TXNIP/TRX1 se dissocia, permitindo a interação de TXNIP 
com o domínio LRR do receptor NLRP3, levando à ativação do 
inflamassoma (Zhou et al., 2010). Na mitocôndria, TRX2 encontra-se 
associada à proteína quinase reguladora de sinais apoptóticos (ASK) 1. 
Quando TXNIP transloca-se para a mitocôndria, desacopla o complexo 
TRX2/ASK e associa-se com TRX2. Assim, TXNIP inibe a atividade 
antioxidante de TRX2 e ASK1 é liberada e ativada por fosforilação, 
ativando caspase-3 e induzindo apoptose (Bhattacharyya et al., 2003). 
Além desses mecanismos de ativação, pesquisas recentes 
identificaram que o inflamassoma NLRP3 também pode ser ativado por 








Figura 4: ERO induzem à ativação do inflamassoma via TXNIP. Em condições 
de estresse oxidativo, TXNIP pode ser transferida do núcleo para o citosol ou 
mitocôndria. No citosol, TXNIP se associa a TRX1. Em condições de estresse 
oxidativo, TRX1 é oxidada e a associação é desfeita, permitindo que TXNIP 
ative o receptor NLRP3. Na mitocôndria, TXNIP desfaz o complexo formado 
por TRX2 e ASK1, ligando-se a TRX2. ASK1 livre pode ser fosforilada e 
ativada, mediando a ativação de caspase-3 e induzindo apoptose. TXNIP: 
proteína de interação com a tiorredoxina; TRX: tiorredoxia; ASK1: proteína 
quinase reguladora de sinais de apoptóticos; ERO: espécies reativas de 
oxigênio. Adaptado de Harijith et al., 2014. 
 
2.2.2. Ativação não convencional do inflamassoma NLRP3 
A ativação não convencional/canônica do inflamassoma NLRP3 é 
mediada por caspase-11, em camundongos, e pelas caspases-4 e -5, em 
humanos (Lamkanfi et al., 2002), as quais podem induzir a piroptose em 
resposta a infecções bacterianas de maneira independente de caspase-1. 
Kayagaki e colaboradores (2011) demonstraram que a secreção de IL-1β 
e IL-18 via caspase-11 era induzida apenas por bactérias gram-negativas 
e não por outros ativadores clássicos do inflamassoma NLRP3. Em 
2013, Hagar e colaboradores (2013) descreveram pela primeira vez que 
a ativação de caspase-11 é dependente de LPS, enquanto que a ativação 
de NLRP3 mediada por bactérias gram-positivas não acontece. No 
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citosol, o LPS pode se ligar a pró-caspase-11 (ou 4/5 em humanos) 
promovendo sua auto-clivagem e ativação. As enzimas ativadas podem 
induzir piroptose ou ativar o inflamassoma NLRP3, após um sinal de 
priming (Figura 5) (Hagar et al., 2013).  
 
 
Figura 5. Ativação não convencional do inflamassoma NLRP3. A enzima pró-
caspase-11 murina (m Pró-caspase-11) e as pró-caspases 4/5 humanas (hPró-
caspases 4/5) podem ligar diretamente ao LPS intracelular, o que induz a 
oligomerização dessas pró-caspases, e sua atuo-clivagem e ativação. Isto é 
suficiente para a indução de piroptose, mas não para o processamento de IL-1β. 
Entretanto, mCaspase-11 e  hCaspase-4/5 podem promover a oligomerização e 
ativação do inflamassoma NLRP3 constituindo a ativação não convencional do 
inflamassoma NLRP3. LPS: lipopolissacarídeo bacteriano; TLR4: receptor do 
tipo Toll 4; NLRP3: proteína da família NLR, contendo domínio pirina 3; ASC: 
proteína semelhante a partícula apoptótica contendo CARD. Adaptado de Guo 
et al., 2015. 
 
O LPS é amplamente utilizado para induzir respostas 
inflamatórias in vitro e in vivo (Hurme e Seppala, 1988, Henry et al., 
2009). O LPS se liga ao receptor de membrana TLR4 (Poltorak et al., 
1998) ativando uma cascata de sinalização com consequente ativação de 
fatores de transcrição, como o NF-κB. Dessa forma o LPS controla a 
produção de citocinas pró- e anti-inflamatórias (Fitzgerald et al., 2003). 
In vivo, a administração intraperitoneal (i.p.) de elevadas doses de LPS 
aumenta a concentração sérica de IL-1β de maneira dependente de 
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caspase-11 e -1 (Kayagaki et al., 2011) e de NLRP3 (He et al., 2013b).  
 
2.2.3. Morte celular por piroptose 
A ativação do inflamassoma induz a formação de complexos 
formados por moléculas de ASC oligomerizadas, denominado 
piroptossoma (Fernandes-Alnemri et al., 2007). A formação do 
piroptossoma pode levar à piroptose, um tipo de morte celular altamente 
inflamatória e dependente da atividade de caspase-1 (Fink e Cookson, 
2006a). A piroptose frequentemente ocorre em resposta à infecção por 
patógenos intracelulares (Suzuki et al., 2007, Fink, 2008, Case et al., 
2009) e faz parte da resposta antimicrobial. Embora seja considerada 
uma forma de morte celular programada, é diferente da apoptose, um 
tipo de morte celular imunologicamente silenciosa. A apoptose 
caracteriza-se pela ocorrência de várias alterações morfológicas nas 
células afetadas, que incluem a transposição da fosfatidilserina da 
camada interna da bicamada lipídica celular para a externa, condensação 
e agregação da cromatina e fragmentação nuclear, e por fim, formação 
de corpos apoptóticos (Kerr et al., 1972). A piroptose, por sua vez, é 
acompanhada por clivagem do DNA e condensação nuclear, influxo de 
água causando inchaço e consequente ruptura da membrana celular e 
liberação do conteúdo celular pró-inflamatório (Fink e Cookson, 2006, 
Molofsky et al., 2006). Assim, tanto o complexo formado por ASC 
oligomerizada, como caspase-1, IL-1β e IL-18 podem ser liberadas no 
meio extracelular, onde ASC oligomerizada pode ser fagocitada por 
células vizinhas e continuar ativa levando à ativação de caspase-1, 
liberação de citocinas e propagação da inflamação (Balci-Peynircioglu 
et al., 2008, Franklin et al., 2014) (Figura 6).  
 
2.2.4. Ativação do inflamassoma em doenças  
Apesar de sua importância na resposta imune, como já 
mencionado, a ativação do inflamassoma também está envolvida na 
fisiopatologia de diversas doenças. Por exemplo, mutações que geram 
ganho de função no domínio NACHT de NLRP3 estão envolvidas nas 
síndromes periódicas associadas a criopirina (CAPS), nome derivado da 
designação inicial do gene que codifica NLRP3. Dentre essas doenças 
estão a síndrome auto-inflamatória familiar associada ao frio (FCAS), 
síndrome de Muckle–Wells (MWS) e doença auto-inflamatória 
multissistêmica neonatal/ síndrome neurológica cutânea articular crônica 
infantil (NOMID/CINCA) (Aganna et al., 2002). Essas síndromes 
constituem um espectro de doenças com severidade variada, com FACS, 
MWS e NOMID/CINCA representando as formas moderada, 
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intermediária e severa, respectivamente. Clinicamente são caracterizadas 
por febres recorrentes, urticária, inflamações oculares e nas articulações, 
amiloidose e, no caso de NOMID/CINCA, complicações neurológicas 
(Muckle e Wellsm, 1962, Lampert, 1986, Hoffman et al., 2001, 
Aksentijevich et al., 2002).  
 
 
Figura 6: A ativação do inflamassoma contribui para o processo de piroptose. A 
ativação de caspase-1 leva a morte celular por piroptose, caracterizada por 
ruptura da membrana celular e extravasamento do conteúdo inflamatório: ASC 
oligomerizada, caspase-1 ativada, IL-1β e IL-18. ASC oligomerizada pode ser 
endocitada por células vizinhas, ativando caspase-1 e propagando a inflamação. 
ERO: espécies reativas de oxigênio; NLRP3: proteínas receptoras do tipo NOD; 
ASC: proteína semelhante a partícula apoptótica contendo um CARD; IL-1β: 




A ativação inapropriada do inflamassoma NLRP3 também está 
envolvida na maioria das doenças de progressão crônica. Por exemplo, 
metabólitos acumulados em doenças de progressão crônica, como por 
exemplo, cristais de urato monosódico na gota (Martinon et al., 2006), 
placas de β-amilóide na doença de Alzheimer (Halle et al., 2008, 
Heneka et al., 2013), polipeptídeo β-amilóide das ilhotas pancreáticas no 
diabetes do tipo 2 (Masters et al., 2010), ou cristais de colesterol na 
aterosclerose (Duewell et al., 2010), provocam a ativação do complexo 
inflamassoma. 
 
2.2.5. Ativação do inflamassoma NLRP3 em doenças do SNC 
O papel do inflamassoma em doenças do SNC começou a ser 
investigado recentemente. A ativação do inflamassoma no SNC é 
considerada um dos passos primários e críticos para a neuroinflamação 
induzida por PAMPs e DAMPs, seguida pela produção e secreção de 
quimiocinas e citocinas (de Rivero Vaccari et al., 2009, Jha et al., 2010). 
Inflamassomas ativados têm sido identificados no tecido cerebral de 
pacientes e em modelos animais de doenças que afetam o SNC. 
Também foram identificados em células nervosas estimuladas com 
produtos metabólicos envolvidos na fisiopatologia de doenças do SNC, 
como por exemplo, o polipeptídeo β-amilóide (Halle et al., 2008, 
Heneka et al., 2013).  
A ativação do inflamassoma NLRP3 já foi identificada na 
substância branca de pacientes sorologicamente positivos para o HIV, 
evidenciada pelo aumento na expressão de IL-1β, caspase-1 e ASC 
(Walsh et al., 2014). Experimentalmente, a ativação do inflamassoma 
NLRP3 foi observada em estruturas cerebrais de animais submetidos a 
estresse crônico moderado (Pan et al., 2014), diabetes associado ao 
parkinsonismo induzido por MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina) (Wang et al., 2014), e epilepsia induzida por 
estimulação elétrica (Meng et al., 2014). Ademais, foi observada no 
tecido nervoso de camundongos com mutações nas proteínas precursora 
de β-amilóide e presenilina 1, modelo genético da doença de Alzheimer 
que mimetiza a deposição de placas amilóides (Garcia-Alloza et al., 
2006). 
Também existem evidências da ativação do inflamassoma 
NRLP3 in vitro. Por exemplo, induzido pelo peptídeo β-amilóide e a α-
sinucleína, proteínas envolvidas nas doenças de Alzheimer e Parkinson, 
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respectivamente, em cultura de microglia murina (Halle et al., 2008, 
Codolo et al., 2013). Adicionalmente, compostos usados para induzir 
modelos experimentais da doença de Parkinson, como o MPP+ (1-metil-
4-fenilpiridina), também induzem a ativação do inflamassoma NLRP3, 
evidenciado pelo conteúdo elevado de NLRP3, caspase-1 e IL-1β em 
cultura astrocitária de córtex de ratos neonatos (Lu et al., 2014).  
 
2.2.6. Tratamento de doenças que cursam com ativação do 
inflamassoma 
O tratamento de condições associadas à ativação excessiva do 
inflamassoma visam bloquear a citocina IL-1β, principal produto 
piogênico da atividade dos inflamassomas, ou seus efeitos através do 
bloqueio do seu receptor. Por exemplo, a inibição da atividade de IL-1β, 
mediante anticorpo direcionado contra IL-1, canaquinumabe, é usada 
como estratégia terapêutica para o tratamento de MWS e FCAS em 
ensaios clínicos (Lachmann et al., 2009a). A inibição do receptor de IL-
1 pelo antagonista do receptor de IL-1 humano, anakinra, também tem 
sido utilizada no tratamento de artrite reumatóide, e previne a 
degeneração da cartilagem associada a essa patologia (Kone-Paut e 
Galeotti, 2014). Ensaios clínicos com o anticorpo para IL-18, 
GSK1070806, também tem sido realizados. Testes em indivíduos 
saudáveis e obesos mostraram que o anticorpo foi efetivo em neutralizar 
IL-18 e apresentou efeitos adversos moderados (Mistry et al., 2014), 
porém ainda não é utilizado na clínica. Em suma, a inibição do 
inflamassoma por si só seria mais efetiva do que inibidores das 
citocinas, já que inibiria a indução de morte celular por piroptose além 
de bloquear a secreção de IL-1β e IL-18, em vez de inibir apenas seus 
efeitos.  
 
2.2.7. Inibidores do inflamassoma NLRP3  
Os inibidores do inflamassoma podem atuar em todos os passos 
essenciais para a formação do complexo, como na ativação de NF-κB e 
do receptor NLRP3, na oligomerização de ASC ou na ativação de 
caspase-1, como apresentado na tabela 1. Alguns desses compostos já 
apresentaram resultados clínicos, enquanto outros foram testados apenas 







Tabela 1: Compostos que inibem a ativação do inflamassoma NLRP3 e seus 
mecanismos de ação. 
 
 
Dentre os compostos mencionados, o único empregado em 
pacientes como potencial inibidor do inflamassoma foi o AZD9056, o 
qual reduziu a inflamação das articulações em pacientes com artrite 
reumatóide quando administrado por via oral (Keystone et al., 2012). 
Todos os outros compostos mostraram inibição da ativação do 
inflamassoma NLRP3 em cultura de macrófagos ou monócitos murinos 
ou humanos (Lamkanfi et al., 2009, Juliana et al., 2010, Chang et al., 
2015, Coll et al., 2015, Gong et al., 2015, Yan et al., 2015). 
Particularmente, o partenolide e a curcumina também inibem a ativação 
do inflamassoma NLRP3 induzido, respectivamente, por etanol em 
cultura organotípica hipocampal e por glutamato em fatias hipocampais, 
além de reduzir os efeitos deletérios do etanol na neurogênese 
hipocampal (Zou e Crews, 2012, Li et al., 2015). 
Além dos efeitos já citados, a maioria desses compostos também 
exercem efeitos anti-inflamatórios in vivo. Por exemplo, o β-
hidroxibutirato e o resveratrol, atenuam a infiltração de células imunes e 
a secreção de IL-1β induzidas, respectivamente, por cristais de ácido 
úrico no peritônio e no modelo de nefropatia progressiva no tecido renal 
de camundongos (Chang et al., 2015, Youm et al., 2015). O resveratrol 
também reduz o volume de infarto e fibrose do miocárdio e a ativação 
do inflamassoma NLRP3 induzido por lesão de isquemia-reperfusão do 
miocárdio em ratos (Dong et al., 2015). Já a dopamina reduz a secreção 
sérica de citocinas dependentes do inflamassoma NLRP3 (Yan et al., 
2015), enquanto a curcumina inibe a secreção de IL-1β no lavado 
Composto Mecanismo de inibição do inflamassoma NLRP3 Referência
Partenolide Inibe a ativação de NF-κB, a atividade ATPase de NLRP3 e a                                                  Juliana et al., 2010
atividade de caspase-1 por alquilação de resíduos cisteína
AZD9056 Inibição do efluxo de K+ e de P2X7R Keystone et al., 2012
β-hidroxibutirato Inibição do efluxo de K+ Youm et al., 2015
Curcumina Inibição do efluxo de K+, da ruptura lisossomal e da produção Gong et al., 2015
de ERO
Resveratrol Induz a ubiquitinação e autofagia de NLRP3 e inibe a Chang et al., 2015
produção de ERO
Dopamina Induz a ubiquitinação e autofagia de NLRP3 Yam et al., 2015
Glibenclamida Inibe canais de K+ sensíveis ao ATP Lamkanfi et al., 2009
MCC950 Inibe a oligomerização de ASC Coll et al., 2015
 51 
peritoneal e as alterações hepáticas induzidas pela administração i.p. de 
LPS, aumentando a sobrevivência dos camundongos (Gong et al., 2015). 
A curcumina também reduz a ativação do inflamassoma NLRP3, a área 
cerebral infartada e o dano neuronal induzidos por oclusão da artéria 
cerebral no hipocampo de ratos (Li et al., 2015). Ainda, o MCC950, 
composto contendo diarilsulfoniluréia, atenua a severidade dos sintomas 
em modelos animais de doenças onde a atividade de NLRP3 é essencial, 
como encefalomielite autoimune experimental, que mimetiza a esclerose 
múltipla em humanos, e de doenças auto-inflamatórias da família CAPS 
(Coll et al., 2015).  
 
2.3. NEOPTERINA: BIOMARCADOR EM PROCESSOS 
INFLAMATÓRIOS 
 
Os processos inflamatórios são caracterizados pelo aumento no 
número de células imunes ativadas, além da concentração de citocinas e 
quimiocinas (Henry et al., 2009, Suh et al., 2014). Algumas moléculas 
sintetizadas durante a inflamação, como proteína C-reativa e neopterina, 
podem ser mensuradas e utilizadas como biomarcadores periféricos a 
fim de caracterizar precocemente, avaliar a progressão, ou bem 
monitorar o tratamento paliativo em processos sistêmicos e/ou 
neurológicos (Brodacki et al., 2008, Molero-Luis et al., 2013, Wissmann 
et al., 2013, Suh et al., 2014). Nesse contexto, a mensuração de elevadas 
concentrações de neopterina tem sido relacionada com o 
desenvolvimento e progressão de doenças com comprometimento 
neurológico, como as doença de Alzheimer e Parkinson (Hull et al., 
2000, Widner et al., 2002, Azumagawa et al., 2003, Frick et al., 2004, 
Molero-Luis et al., 2013, Parker et al., 2013, Wissmann et al., 2013). 
 
2.3.1. Síntese de neopterina 
A neopterina é uma pteridina que é formada durante a síntese de 
BH4, um cofator obrigatório para as enzimas fenilalanina, tirosina e 
triptofano hidroxilases, alquilglicerol monooxigenase (para revisão ver 
Werner et al., 2011), e para as três isoformas de óxido nítrico sintase 
(NOS; NOS1 ou neuronal, NOS2 e NOS3 ou endotelial) (Mayer et al., 
1990). As concentrações intracelulares de BH4 são mantidas por 
múltiplas rotas metabólicas, denominadas vias de novo, de salvação e de 
reciclagem. A via de novo produz BH4 a partir de guanosina trifosfato 
(GTP) pela ação das enzimas guanosina trifosfato ciclohidrolase I (EC 
3.5.4.16; GTPCH), 6-piruvoil tetrahidropterina sintase (EC 4.6.1.12; 
PTPS) e sepiapterina redutase (EC 1.1.1.153; SR) (Nichol et al., 1985). 
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A enzima GTPCH cataliza a conversão de GTP em 7,8-
dihidroneopterina trifosfato, a qual tem os fosfatos removidos pela PTPS 
para gerar 6-piruvoil-tetrahidropterina, que dará origem a BH4 em uma 
reação catalisada pela SR (Werner et al., 1990) (Figura 7).  
GTPCH é a enzima limitante da via de novo (Levine et al., 1990) 
e é regulada transcricionalmente por IFN-γ, IL-1β, TNF-α, fator de 
crescimento do nervo, peróxido de hidrogênio (H2O2), entre outros 
(Huber et al., 1984, D'Sa et al., 1996, Bauer et al., 2002, Franscini et al., 
2003, Ishii et al., 2005). Enquanto a atividade de GTPCH pode ser 
estimulada em até 100 vezes durante condições inflamatórias, a 
atividade de PTPS e SR encontra-se minimamente aumentada nas 
mesmas condições (Kerler et al., 1989, Werner et al., 1990, Werner-
Felmayer et al., 1993a, Kaneko et al., 2003). Assim, durante estados 
inflamatórios, a PTPS torna-se a enzima limitante na biosíntese de novo 
de BH4 (Werner et al., 1990, Werner-Felmayer et al., 1993b), 
especialmente em monócitos e macrófagos humanos, desde que essas 
células possuem baixa expressão de PTPS (Werner et al., 1990). 
Portanto, o metabólito intermediário 7,8-dihidroneopterina trifosfato 
será desfosforilado por fosfatases alcalinas gerando 7,8-
dihidroneopterina (7,8-NH2) que, por oxidação não enzimática, 
originará neopterina. Entretanto, a produção de biopterina (estado de 
máxima oxidação de BH4) estará favorecida em monócitos e 
macrófagos murinos ou células neuronais humanas, as quais expressam 
PTPS em maior quantidade, onde baixas concentrações de neopterina 
serão acumuladas (Werner-Felmayer et al., 1993b).  
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Figura 7. Síntese de neopterina a partir da via de síntese de novo de BH4. 
Neopterina é formada quando existe acúmulo do intermediário metabólico 7,8-
dihidroneopterina trifosfato. Este será desfosforilado por fosfatases alcalinas 
gerando 7,8-dihidroneopterina que, por oxidação não enzimática, originará 
neopterina. BH4: tetrahidrobiopterina; GTP: guanosina trifosfato; GTPCH: 
guanosina trifosfato ciclohidrolase I; PTPS: 6-piruvoil tetrahidropterina sintase; 
SR: sepiapterina redutase; NOS: todas as isoformas de óxido nítrico sintase; 
TPH: triptofano hidroxilase; PHA: fenilalanina hidroxilase; TH: tirosina 
hidroxilase; AGMO: alquilglicerol monooxigenases; ON: óxido nítrico. 
Adaptado de Ghisoni et al., 2015. 
 
2.3.2. A neopterina é um biomarcador periférico da resposta imune 
celular 
A neopterina é um reconhecido biomarcador de ativação do 
sistema imune,  quando células T helper 1 (Th1) secretam IFN-γ, um 
dos principais estímulos da síntese de neopterina em monócitos, 
macrófagos e células dendríticas (Fuchs et al., 1989b, Cano et al., 2008, 
Molero-Luis et al., 2013). Ademais, a fim de estimular a síntese de 
óxido nítrico (ON), o IFN-γ também modula positivamente a expressão 
de NOS2 em células imunes ativadas, aumentando sua atividade 
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cofator essencial BH4 (Salvemini et al., 1992). Dessa forma, GTPCH é 
positivamente modulada, sobrepondo a capacidade de PTPS e levando 
ao acúmulo de 7,8-dihidroneopterina trifosfato, com a consequente 
conversão não enzimática a neopterina  (Schoedon et al., 1987, Werner 
et al., 1990) (Figura 7).  
A concentração de neopterina pode elevar-se no plasma e no 
LCR, podendo ser, portanto, considerada como um biomarcador sensível 
e precoce da ativação do sistema imune (Huber et al., 1984, Wirleitner et 
al., 2002). Em adultos saudáveis, espera-se encontrar valores de 
neopterina entre 5 e 8 nmol/L no plasma, soro ou LCR (Hagberg et al., 
1993, Widner et al., 2002, Casal et al., 2003, Kuehne et al., 2013, 
Hytonen et al., 2014). Esses valores são pelo menos 2 a 3 vezes maiores 
em condições patológicas caracterizadas por ativação do sistema imune. 
Por exemplo, a concentração de neopterina atinge mais de 15 nmol/L no 
plasma e 10 nmol/L no LCR de pacientes HIV não tratados (Suh et al., 
2014), e próximo de 16 nmol/L em plasma de pacientes com Alzheimer 
em estágios avançados de demência (Wissmann et al., 2013). Em casos 
de doenças metabólicas hereditárias caracterizadas pela deficiência de 
PTPS, o metabólito pode atingir aproximadamente 500 nmol/L no LCR 
(Niederwieser et al., 1979, Blau et al., 1996, Opladen et al., 2012). Além 
disso, a concentração de neopterina atinge até 30 nmol/L no plasma de 
atletas após exercício fisíco de resistência (de Lucas et al., 2014). 
Vários estudos utilizam a relação entre as concentrações de 
neopterina e triptofano como marcador de ativação do sistema imune em 
doenças que cursam com inflamação (Fuchs et al., 1990, Widner et al., 
2000, Lim et al., 2015). O triptofano, aminoácido essencial, pode ser 
utilizado para a síntese proteica (menos de 1%) ou ser metabolizado em 
4 vias metabólicas, sendo a via das quinureninas a mais importante 
quantitativamente. Mais de 95% do triptofano da dieta é metabolizado 
pela via das quinureninas hepática (Bender, 1983), a qual contém o 
conjunto de enzimas necessárias para a síntese de nicotinamida e NAD+ 
(nicotinamida adenina dinucleotídio) e a completa oxidação do 
triptofano a CO2 e água. Em condições inflamatórias, a secreção de IFN-
γ modula positivamente a expressão gênica e atividade da enzima 
indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO)-1, a enzima limitante da via das 
quinureninas (Figura 8) (Takikawa et al., 1986, Dai e Gupta, 1990). 
Existem outras enzimas limitantes do metabolismo do triptofano como 
triptofano dioxigenase (TDO), expressa no fígado (Takikawa et al., 
1986, Rafice et al., 2009), e IDO-2, recentemente descrita nos rins, 
fígado e sistemas reprodutores feminino e masculino (Ball et al., 2009). 
A via das quinureninas representa a principal via de metabolismo do 
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triptofano no SNC, onde é catalisada por IDO-1. Na via das 
quinureninas, o triptofano é metabolizado à  N-formil-L-quinurenina, a 
qual é convertida a quinurenina, reação catalisada por formamidases ou 
arilformidases. A quinurenina pode ser catabolizada por diversas 
enzimas formando metabólitos neuroativos como ácido quinolínico, 
ácido quinurênico e ácido picolínico (Stone, 1993). A determinação da 
atividade de IDO-1 e da concentração dos metabólitos da via das 
quinureninas também são indicadores de ativação do sistema imune. 
 
 
Figura 8. Papel do IFN-γ na síntese simultânea de neopterina e quinurenina. O 
IFN-γ modula positivamente a transcrição gênica e a atividade de GTPCH e 
IDO-1, enzimas limitantes na via de síntese de novo de BH4 e na via das 
quinureninas, respectivamente. Na via das quinureninas, IDO-1, TDO-2 ou 
IDO-2 catalizam a conversão do aminoácido triptofano à N-formil-L-
quinurenina, a qual é metabolizada à quinurenina. Este intermediário pode dar 
origem a vários metabólicos, como ácido quinolínico, ácido quinurênico e ácido 
picolínico. O produto final da via é o NAD+ sintetizado a partir de ácido 
quinolínico. IFN-γ: interferon-γ; GTPCH: guanosina trifosfato ciclohidrolase I; 
IDO-1: indoleamina-2,3-dioxigenase 1; TDO: triptofano dioxigenase; NAD+: 
nicotinamida adenina dinucleotídio. 
 
2.3.3. Produção de neopterina no SNC  
A origem de neopterina no SNC ainda não está bem esclarecida. 
Contudo,  a literatura sugere que a neopterina possa atravessar a BHE e 
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plasmáticas (Fuchs et al., 1989a). Entretanto, além desse processo 
ocorrer em um quociente muito baixo (1:40) (Hagberg et al., 1993), as 
concentrações de neopterina são maiores no LCR do que no plasma ou 
soro em algumas condições, como no dano cerebral traumático 
(Lenzlinger et al., 2001) e infecções das meninges cerebrais (Yoshida et 
al., 1999, Azumagawa et al., 2003), indicando que a pteridina poderia 
ser produzida por células nervosas. De acordo com a hipótese de 
produção de neopterina no SNC, Kuehne e colaboradores (2013) 
relataram que a concentração de neopterina no LCR é superior à 
concentração observada no soro de pacientes psiquiátricos com funções 
normal (LCR 7,4 nmol/L; soro 4,9 nmol/L) e comprometida da BHE 
(LCR 8,9 nmol/L; soro 6,6 nmol/L). Ainda, nosso grupo de pesquisa 
mostrou que a neopterina pode ser produzida por células nervosas em 
condições de estresse mitocondrial e oxidativo usando um sistema 
experimental baseado no uso de compostos mitotóxicos em tecido 
cerebral de roedores (Ghisoni e Latini, 2015). 
Considerando que astrócitos e microglia são as células nervosas 
mais abundantes no SNC, e que ambos expressam NOS em resposta a 
IFN-γ (Salvemini et al., 1992, Zielasek et al., 1992), essas células da glia 
podem ser consideradas boas candidatas quanto a síntese de neopterina 
no SNC. Além disso, desde que a neopterina é um subproduto da 
ativação da via de novo de BH4, células produtoras desses compostos 
também poderiam formar a pteridina. De acordo com Sawada e 
colaboradores (1987), concentrações maiores de neopterina em relação a 
biopterina foram encontradas em regiões de neurotransmissão cerebral 
dependentes de BH4, incluindo hipocampo, amígdala, locus coeruleus, 
substância negra, núcleo da rafe, núcleo accumbens, núcleo caudado e 
putamen de humanos sem história clínica de doenças neurológicas, 
apontando a existência da produção neuronal da pteridina.  
 
2.3.4. Efeitos biológicos da neopterina 
Embora existam mais de três mil publicações cadastradas no 
buscador médico PubMed sobre a identificação desta molécula em 
diferentes situações patológicas, o papel fisiológico da neopterina ainda 
é virtualmente desconhecido (consulta realizada em 18/01/2016 
www.PubMed.com) tanto no SNC quanto no sistema nervoso periférico 
(SNP). Apesar de poucos estudos relatarem os efeitos extracelulares da 
neopterina, como mostrado na tabela 2, os dados são contraditórios e 
difíceis de serem extrapolados para a fisiologia humana, principalmente 
porque, em geral, as concentrações usadas nestas contribuições 
científicas chegam a ser mais de duas mil vezes maiores do que as 
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concentrações de neopterina encontradas no plasma ou LCR de 
indivíduos saudáveis (Hagberg et al., 1993, Widner et al., 2002, Casal et 
al., 2003, Kuehne et al., 2013, Hytonen et al., 2014). Esses poucos 
estudos mostram que a neopterina e seu precursor desfosforilado, 7,8-
NH2, induzem efeitos in vitro similares, como translocação de NF-κB, 
aumento de Ca2+ intracelular, produção de ERO, expressão elevada de 
proto-oncogenes, apoptose, além de reduzida viabilidade celular em 
diferentes células humanas e de roedores (Tabelas 2 e 3). Entretanto, 
quando células neurais são expostas aos metabólitos, 7,8-NH2 exerce 
ação tóxica em concentrações entre 400 nM e 5 mM, nas quais a 
neopterina foi protetora ou não teve efeito (Tabelas 2 e 3). Deve-se 
reforçar que não existem relatos da presença de 7,8-NH2 em fluidos 
biológicos, mesmo em situações onde a via é totalmente comprometida, 
como a deficiência de PTPS, ou seja, o acúmulo de 7,8-NH2 parece não 
ocorrer in vivo (Leuzzi et al., 2010).  
Apesar das evidências mencionadas na Tabela 2 e do já 
conhecido papel como biomarcador periférico de processos 
inflamatórios, dados do nosso grupo de pesquisa têm sugerido que a 
neopterina pode exercer um efeito neuroprotetor (Ghisoni e Latini, 2015, 
Ghisoni et al., 2015). Recentemente demonstrou-se que a neopterina 
aumenta a resistência ao estresse oxidativo no córtex cerebral de 
camundongos (Ghisoni e Latini, 2015), facilita a aquisição da memória 
do tipo aversiva e a geração de LTP hipocampal, além de apresentar 
ação anti-inflamatória quando administrada por via 
intracerebroventricular (Ghisoni et al., 2016). Estes dados foram 
observados principalmente na dose de 4 pmol, que geraria uma 
























Tabela 3: Comparação dos efeitos extracelulares in vitro de neopterina (NEO) e 
7,8-dihidroneopterina (7,8-NH2) em diferentes sistemas celulares.  
Adaptado de Ghisoni et al., 2015. 
A resistência ao estresse oxidativo induzido pela administração de 
neopterina foi caracterizada pelo aumento na concentração de glutationa 
(GSH), o principal antioxidante intracelular, e pela razão da atividade 
das enzimas antioxidantes glutationa redutase (GR) / glutationa 
peroxidase (GPx) (Ghisoni e Latini, 2015). A GR catalisa a regeneração 
de GSH, enquanto a GPx catalisa a sua oxidação na detoxificação de 
ERO. A transcrição dessas enzimas antioxidantes é dependente da 
ativação do elemento de resposta antioxidante (ARE), região comum nas 
regiões promotoras nos genes que codificam enzimas antioxidantes, a 
qual é regulada principalmente pela ligação de fatores de transcrição, 
como o fator nuclear eritróide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2), às 
sequências ARE (Shih et al., 2003). Em condições fisiológicas, Nrf2 
inativo encontra-se ligado à proteína associada ao citoesqueleto, Keap1 
(do inglês Kelch-like ECH-associated protein 1), no citoplasma. Por 
outro lado, em condições de estresse oxidativo, Keap1 se dissocia de 
Nrf2, o qual é translocado para o núcleo, onde se associa com um 
membro da família de proteínas Maf, formando um dímero (Figura 9) 
(Itoh et al., 2003). Além de GR e GPx, a ativação de ARE regula a 
transcrição de outras enzimas antioxidantes, como heme-oxigenase-1 
(HO-1) e enzimas de detoxificação de fase II, como glutationa 
transferases (Prestera et al., 1995). 
Assim, a neopterina parece apresentar um papel dual, ou seja, 
altas concentrações estariam relacionadas com um papel pró-tóxico 
(como mostrado na tabela 2), enquanto concentrações ligeiramente 
acima das concentrações basais, exerceriam um papel neuroprotetor, 




(Schobersberger et al., 1996).
(Enzinger et al., 2002).
(Uberall et al., 1994).
Indução de genes relacionados ao crescimento celular em fibroblastos (NIH3T3)   
+ +(NEO ou 7,8-NH2 400 nM em combinação com GMPc (20 µM)
Efeito
Apoptose em linhagem de células tipo neurônios (PC12) (5 e 1mM; 48 h) - +
Viabilidade comprometida e alteração na morfologia em linhagem celular de 
- +astrócitos (U373MG), microglia (CHME) e neurônios (SK-N-SH) (0.1 a 5 mM;  
5 dias) (Speth et al., 2000).
Apoptose em cultura de bactérias (200 µM; 24 h) (Weiss et al., 1993).
Apoptose em linhagem de células epiteliais alveolares murinas (200µ M; 24h) 
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2009b), IL-1β (Lampa et al., 2012), dopamina (Filloux e Townsend, 
1993), entre outros.  
 
Figura 9. Papel do sistema Keap1-Nrf2-ARE na regulação da resposta 
antioxidante. As espécies reativas geradas durante o estresse eletrofílico oxidam 
o resíduo cisteína que confere a ligação do complexo Nrf2-Keap1, impedindo 
sua degradação proteassomal. O Nrf2 livre transloca-se para o núcleo, onde 
forma um dímero com proteínas da família Maf, ativando a região ARE e a 
transcrição de enzimas antioxidantes. ERO: espécies reativas de oxigênio; 
ERNs: espécies reativas de nitrogênio; Keap1: do inglês Kelch-like ECH-
associated protein 1;Nrf2: fator nuclear eritróide 2 relacionado ao fator 2;  
ARE: elemento de resposta antioxidante. Adaptado de Goldring et al., 2006. 
Doenças caracterizadas por neuroinflamação geralmente 
apresentam elevadas concentrações de neopterina e citocinas nos fluidos 
biológicos (Azumagawa et al., 2003, Parker et al., 2013). Entretanto, o 
papel da produção de neopterina nessas doenças ainda é desconhecido. 
As citocinas, além de atuarem como reguladores imunes, são essenciais 
para sinalização parácrina e autócrina em células nervosas neurais e não 
neurais que fazem parte do SNC adulto e em desenvolvimento. Assim, 
alterações na regulação imune como infecções maternas, podem afetar 
processos normais do desenvolvimento (para revisão ver Goines e 
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Ashwood, 2013). Portanto, estudar a biologia, funções e relação da 
neopterina com outros mediadores inflamatórios no SNC pode ajudar na 
compreensão dos mecanismos patológicos em doenças do 
desenvolvimento, como o autismo. 
 
2.4. TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA  
O termo transtorno do espectro autista (TEA) compreende um 
grupo de doenças do desenvolvimento as quais estão associadas a 
prejuízos na função afetiva e/ou interação social, anormalidades na 
comunicação oral e comportamento repetitivo (APA, 2014). O termo 
TEA inclui autismo, síndrome de Asperger e distúrbio abrangente do 
desenvolvimento não especificado. Em geral, os sintomas de autismo 
iniciam-se aos 6 meses de idade, estabelecendo-se entre 2 e 3 anos e 
tendem a permanecer durante a vida (para revisão ver Rapin e Tuchman, 
2008). De acordo com a Organização Mundial de Saúde, a prevalência 
de TEA a nível global corresponde a 1 em cada 160 crianças (OMS, 
2013). Ainda, é mais prevalente em homens, com uma razão homem: 
mulher de 4,1:1 (Fombonne, 2009). Cerca de 70% dos indivíduos 
autistas não apresentam anormalidades físicas, mas em 30% dos casos, o 
autismo está associado com características dismórficas como 
microcefalia e/ou malformação da estrutura cerebral (Miles et al., 2005). 
Em 5-10% dos casos o autismo é diagnosticado em associação com 
outras doenças como as síndromes do X frágil, de Rett e de Down 
(Rutter et al., 1994).  
Nos últimos anos, os avanços na pesquisa sobre as bases 
neurobiológicas do TEA têm apresentado algumas evidências 
neuropatológicas relacionadas ao autismo. Dentre elas podemos citar o 
crescimento acelerado e anormal do cérebro no início da infância 
(Redcay e Courchesne, 2005), desenvolvimento neuronal restrito com 
indícios de anormalidades na citoarquitetura cerebral (Bailey et al., 
1998, van Kooten et al., 2008, Wegiel et al., 2010), modificações 
metabólicas com processamento anormal da proteína precursora 
amilóide (Bailey et al., 2008), indução de estresse oxidativo (James et 
al., 2009) e ativação de células da glia (Vargas et al., 2005).  
Apesar da etiologia do TEA não ser bem definida, esta parece 
envolver a predisposição genética e fatores ambientais. A relevância da 
predisposição genética para o desenvolvimento de TEA é um tema 
bastante discutido. Alguns estudos avaliando pacientes com TEA e seus 
familiares mostram que indivíduos com desenvolvimento normal 
apresentam alterações imunes semelhantes aos irmãos diagnosticados 
com TEA (Saresella et al., 2009, Napolioni et al., 2013), sugerindo que a 
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hereditariedade contribui no desenvolvimento da doença. Por outro lado, 
estudos genômicos mostram que crianças diagnosticadas com TEA 
apresentam mutações de novo (que não foram herdadas) não observadas 
no DNA dos pais, irmãos não afetados ou controles (Miller et al., 2009, 
Krumm et al., 2015, Tammimies et al., 2015), sugerindo que essas 
alterações sejam decorrentes de fatores ambientais.  
Entre os fatores ambientais capazes de prejudicar o 
desenvolvimento do SNC pode-se citar a exposição a metais pesados, 
drogas de abuso e infecções pré-natais (Atladottir et al., 2010, 
Hashimoto-Torii et al., 2011). Particularmente, evidências mostram uma 
forte correlação entre TEA e infecções virais maternas durante o 
primeiro trimestre de gestação (Atladottir et al., 2010), quando a BHE 
ainda não está formada. O desenvolvimento do TEA também tem sido 
associado com doenças autoimunes familiares (Comi et al., 1999) e a 
presença de auto-anticorpos contra proteínas essenciais na homeostasia 
do SNC, como a proteína básica da mielina, um constituinte da bainha 
de mielina que envolve os axônios (Mostafa e Al-Ayadhi, 2011). 
Portanto, a resposta imune e a inflamação parecem ser componentes 
chave na patogênese desta síndrome. 
Estudos prévios já demonstraram que pacientes com TEA 
apresentam alterações imunes como células natural killer disfuncionais 
(Enstrom et al., 2009) e aumento no número de células T, podendo 
refletir em elevadas concentrações de citocinas no plasma ou soro e no 
tecido nervoso destes pacientes (Harrison e Pheasant, 1995, Vargas et 
al., 2005, Li et al., 2009a, Ashwood et al., 2011a). Além disso, a 
ativação de células microgliais e astrocitárias já foi descrita em algumas 
regiões cerebrais de pacientes diagnosticados com TEA, como córtex e 
cerebelo (Vargas et al., 2005). As alterações na resposta inflamatória 
podem ser observadas em pacientes jovens e adultos (5-44 anos). Em 
geral, pacientes com TEA apresentam concentrações elevadas de 
citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-6 e TNF-α, e concentração 
reduzida das anti-inflamatórias, como IL-10 e TGF-β (fator β de 
transformação do crescimento) no tecido nervoso, LCR, plasma ou soro 
(Jyonouchi et al., 2001, Vargas et al., 2005, Li et al., 2009a, Ashwood et 
al., 2011a). Alguns estudos também têm avaliado a capacidade de 
células monocíticas de pacientes com TEA produzirem citocinas diante 
de estímulos pró-inflamatórios. Jyonouchi e colaboradores (2014) 
relataram que células monocíticas de pacientes com sintomas mais 
severos produzem maior quantidade de citocinas, principalmente IL-1β e 
IL-6, quando estimuladas com agonistas para os receptores TLR1, 2, 4, 
6, 7 e 8. No entanto, nem todos os estudos apresentam um padrão 
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consistente quanto a concentração de citocinas, a qual pode variar 
dependendo do grau de severidade dos sintomas e da associação com 
outras patologias, por exemplo, comprometimento do trato 
gastrointestinal, muito comum em pacientes com autismo (Napolioni et 
al., 2013). 
Considerando que a resposta inflamatória participa da 
fisiopatologia do TEA, a mensuração de neopterina pode ser um 
biomarcador confiável da ativação do sistema imune. Entretanto, poucos 
estudos investigaram a concentração de neopterina como biomarcador 
em pacientes com autismo (Messahel et al., 1998, Sweeten et al., 2003, 
Zimmerman et al., 2005). Alguns estudos já relataram elevadas 
concentrações de neopterina em urina, plasma e LCR de pacientes 
diagnosticados com TEA (Harrison e Pheasant, 1995, Messahel et al., 
1998, Sweeten et al., 2003), enquanto outros não observaram diferenças 
na concentração da pteridina em relação a controles sadios (Eto et al., 
1992). 
Além da elevada concentração de IL-1β na periferia e SNC em 
pacientes diagnosticados com TEA, algumas evidências sugerem que a 
ativação do inflamassoma esteja envolvida na patogênese da doença. Por 
exemplo, células mononucleares do sangue periférico de pacientes 
diagnosticados com TEA apresentam maior expressão genética de 
caspases, entre elas a caspase-1 dependente do inflamassoma (Siniscalco 
et al., 2012). Ainda, um estudo recente mostrou que variações genéticas 
em Nlrp5, gene essencial para o desenvolvimento embrionário, estão 
associadas a síndromes do desenvolvimento, entre elas o autismo 
(Docherty et al., 2015). Inicialmente, acreditava-se que Nlrp5 era 
expresso exclusivamente em oócitos humanos e murinos (Tong et al., 
2002, Tong et al., 2004), porém, recentemente mostrou-se que este 
receptor também é expresso em linhagem de células do endotélio 
cerebral de humanos (Nagyoszi et al., 2015). Até o momento não se sabe 
se o receptor NLRP5 é capaz de formar inflamassomas funcionais, mas 
pode-se sugerir que este receptor exerça alguma função na homeostasia 
do SNC e esteja relacionado a patogênese do TEA.  
Como mencionado anteriormente, a neopterina possui 
propriedades de potencializador da função cognitiva, anti-inflamatórias 
e antioxidantes. Desta forma, hipotetizamos que, durante condições 
inflamatórias, a produção de neopterina no SNC representaria um 
mecanismo protetor para as células vizinhas a locais onde haja processos 
com inflamação ativa, seja aguda ou crônica, modulando negativamente 




3.1 OBJETIVO GERAL 
Investigar o papel do pré-condicionamento com neopterina sobre 
a ativação do inflamassoma no SNC em condições inflamatórias.  
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
Capítulo I: 
- Investigar a produção e secreção de neopterina em condições de 
mitotoxicidade induzida por azida sódica em cultura primária de 
astrócitos murinos; 
- Investigar o efeito in vitro de neopterina exógena sobre parâmetros de 
estresse oxidativo em condições de mitotoxicidade em cultura primária 
de astrócitos murinos; 
Capítulo II: 
- Investigar a secreção/ produção temporal de neopterina e IL-1β no soro 
e hipocampo de camundongos suíços submetidos a neuroinflamação 
induzida por LPS;  
- Investigar a expressão gênica de GTPCH e IL-1β no hipocampo de 
camundongos suíços submetidos a neuroinflamação induzida por LPS;  
Capítulo III: 
- Investigar a concentração de LPS que induz a ativação do 
inflamassoma através da detecção de caspase-1 ativada no sobrenadante 
de células de astroglioma C6; 
- Investigar o efeito in vitro do pré-condicionamento com neopterina 
exógena sobre a expressão gênica e/ou conteúdo de proteínas 
constituintes do inflamassoma em cultura primária de astrócitos 
humanos expostos ao estímulo inflamatório induzido por LPS; 
- Investigar o efeito in vitro do pré-condicionamento com neopterina 
exógena sobre a secreção de citocinas pró- e anti-inflamatórias em 
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cultura primária de astrócitos humanos expostos ao estímulo 
inflamatório induzido por LPS; 
- Investigar o efeito in vitro do pré-condicionamento com neopterina 
exógena sobre a expressão gênica de caspase-1 em cultura primária de 
astrócitos humanos expostos ao estímulo inflamatório induzido por LPS; 
Capítulo IV: 
- Investigar a concentração plasmática de neopterina e citocinas anti- e 

















4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1. EXPERIMENTOS IN VIVO 
 
4.1.1. Animais 
Foram empregados camundongos albinos suíços machos com 2 
meses de vida, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de 
Santa Catarina (UFSC). Os animais foram mantidos em biotério com 
ciclo claro-escuro de 12/12 horas, a 24 ± 1 °C, com acesso livre à água e 
comida (Nuvital, PR, Brasil). Cabe salientar que durante todos os 
procedimentos foram seguidos os princípios básicos do uso de animais 
em toxicologia (adotados pela Sociedade de Toxicologia em Julho de 
1989), minimizando o número de animais, bem como seu sofrimento. 
Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 
(CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (Protocolo CEUA 
N° PP00760). 
 
4.1.2. Indução de inflamação através da administração i.p. de LPS 
Os camundongos receberam uma administração i.p. de LPS 
(Escherichia coli LPS; 0,33 mg/kg; serotipo 0127:B8) diluído em 
solução salina (NaCl 0,9%), e foram eutanasiados por decapitação após 
5, 15, 30 ou 60 minutos. Os animais utilizados como controle receberam 
somente solução salina. A dose de LPS utilizada está de acordo com 
estudos prévios que mostram a resposta pró-inflamatória no SNC de 
camundongos adultos (Berg et al., 2004, Henry et al., 2009). Após a 
eutanásia dos animais, o sangue foi coletado e centrifugado a  3.000 × g 
por 5 minutos para obtenção do soro. Além disso, o cérebro foi 
dissecado para a coleta do hipocampo. As amostras foram armazenados 
a -80°C. Posteriormente, utilizou-se as amostras de soro para analisar a 
concentração de neopterina e conteúdo proteico de pró-IL-1β e IL-1β. A 
mensuração de neopterina também foi realizada nas amostras de 
hipocampo, além da análise da expressão gênica das proteínas GTPCH e 
pró-IL-1β e do conteúdo proteico de caspase-1.  
 
4.2 EXPERIMENTOS IN VITRO 
 
4.2.1. Cultura primária de astrócitos corticais murinos 
As culturas primárias de astrócitos foram preparadas a partir do 
córtex cerebral de ratos Wistar de 1 – 2 dias de idade, de acordo com 
Olivera e colaboradores (2008). Todos os procedimentos realizados 
foram aprovados pelo CEUA da Universidade Federal de Santa Catarina 
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(Protocolo CEUA N° PP00425). Os astrócitos foram semeados em 
placas de 24 poços (2 x 104
 
células/cm2) e mantidos em meio de Eagle 
com modificação de Dubelcco (DMEM) suplementado com 10% de 
soro fetal bovino (SFB), 3 g/L de HEPES, 100 UI/mL penicilina e 100 
µg/mL de estreptomicina. A pureza astrocitária foi determinada 
mediante a quantificação das células GFAP (proteína ácida fibrilar glial) 
positivas e foi superior a 98%. Quando as células atingiram confluência, 
os astrócitos foram expostos à azida sódica 5 mM por 3 horas para 
coleta do sobrenadante e mensuração de neopterina. Ainda, as células 
foram tratadas com azida e/ou neopterina (50 e 500 nM) por 3 horas 
para determinação da produção de ERO e lactato e do conteúdo de HO-
1. 
 
4.2.2. Manutenção da linhagem celular de astroglioma C6 
A linhagem celular de astroglioma C6 foi obtida de American 
Type Culture Collection (Rockville, EUA). Após um determinado 
número de passagens, estas células adotam características de astrócitos 
(células 99% GFAP positivas). As células foram semeadas em placas e 
cultivadas em meio DMEM contendo 2,5 mg/mL de Fungizone® e 100 
U/L de gentamicina, suplementadas com 5 % (v/v) de SFB, e mantidas a 
37°C com 5 % de CO2 em ambiente umidificado. Posteriormente, as 
células foram tratadas com 0,05 % de tripsina em EDTA e semeadas em 
placas de 24 poços (10 × 103
 
células/poço). Quando atingiram 
confluência, as células foram semeadas em placas de petri (10 × 105
 
células/placa) e tratadas com LPS 1 e 5 µg/mL por 24 horas. Após este 
período, as células e o sobrenadante celular foram coletados para análise 
do conteúdo de caspase-1 por Western blot.  
 
4.2.3. Cultivos primários de células nervosas humanas 
Estes experimentos foram realizados no Laboratório de 
Neuroinflamação, coordenado pelo Prof. Gilles Guillemin na Macquarie 
University (MQ, Austrália) durante o doutorado Sanduíche e através de 
um acordo de Doutorado em Cotutela.  
O cultivo primário foi realizado a partir do cérebro de fetos 
humanos entre 16 e 19 semanas de vida gestacional coletados após 
terminação terapêutica com consentimento dos pacientes. Tanto a coleta 
como o processamento das amostras foram aprovados pelo Comitê de 
Ética para Pesquisa em Humanos (HREC Application REF 5201300330) 
e seguiram as normas do National Statement on Ethical Conduct in 
Human Research (2007) da Austrália. Saliento que a obtenção de células 
nervosas humanas foi possível por ser legal o término terapêutico da 
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gestação no estado de New South Wales, Austrália, onde a Macquarie 
University está localizada. As culturas primárias foram preparadas 
usando um protocolo previamente desenvolvido pelo grupo de pesquisa 
do Prof. Guillemin (Guillemin et al., 2005). 
 
4.2.3.1. Cultura primária de astrócitos 
Após a chegada da amostra, o tecido cerebral foi coletado e 
lavado com tampão fosfato salina (PBS). A suspensão celular foi 
centrifugada a 500 × g por 5 minutos em temperatura ambiente e o 
concentrado da mistura de células cerebrais foi utilizado para a 
preparação dos cultivos. Parte do tecido cerebral foi colocado em 10 mL 
de meio RPMI (do inglês Roswell Park Memorial Institute) 1640 
contendo 10 % de soro fetal bovino inativado por calor, 2 mM de 
glutamina, 200 IU/mL de penicilina G, 200 µg/mL de sulfato de 
estreptomicina, e 0,5 % de glicose. Posteriormente, realizou-se 
homogeneização com pipetas graduadas de 10, 5 e 2 mL e o cultivo da 
dispersão celular em frascos de cultura de 75-cm2 (Corning, NY). As 
culturas foram mantidas a 37°C com 5 % de CO2 em ambiente 
umidificado. O meio foi substituído após 3 dias, e então a cada 3-4 dias. 
Após 10-12 dias em cultura, obteve-se uma cultura pura de astrócitos 
com confluência em torno de 90%. As células foram tratadas com 0,05 
% de tripsina em EDTA (ácido etileno diamino tetracético) e semeadas 
em placas de 6 poços (10 x 104
 
células/poço). Primeiramente, as células 
foram tratadas com LPS 5 µg/mL por 6, 12 e 24 horas. Após, as células 
foram  coletadas e preparadas para análise da expressão gênica das 
proteínas pró-IL-1β e pró-caspase-1. Em um segundo momento, as 
células foram pré-condicionadas com neopterina (5-500 nM) por 24 
horas e então tratadas com LPS 5 µg/mL, sem remover a neopterina 
(Esquema 1). Após 24 horas de co-exposição à neopterina e LPS, as 
células foram coletadas para análise da expressão gênica das proteínas 
pró-IL-1β e pró-caspase-1. Depois de 48 horas de co-exposição à 
neopterina e LPS, as células foram coletadas para análise do conteúdo 
proteico de pró-caspase-1 e ASC e o sobrenadante celular foi coletado 
para mensuração das citocinas IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-10 e IL-1Ra.  
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Esquema 1. Representação esquemática do protocolo experimental in vitro. 
Este protocolo foi utilizado para avaliar os efeitos do pré-condicionamento com 
neopterina na ativação do inflamassoma induzido por LPS em cultura primária 
de células nervosas humanas.  
 
4.2.3.2. Cultura primária de neurônios 
A cultura neuronal foi preparada a partir do mesmo tecido 
cerebral utilizado para a cultura de astrócitos utilizando-se um protocolo 
adaptado do método de Kerr e colaboradores (1998). As células foram 
cultivadas em placas de cultura revestidas com Matrigel (diluído 1/20 
em Neurobasal) e mantidas em meio Neurobasal suplementado com 1% 
de suplemento B-27, 1% de Glutamax, e 1% de 
penicilina/estreptomicina. As culturas celulares foram mantidas a 37°C 
com 5% de CO2 em ambiente umidificado. O meio de cultura foi 
substituído uma vez por semana e a cultura de neurônios foi utilizada em 
até 14 dias após o início do cultivo (Guillemin et al., 2004). As células 
foram tratadas da mesma maneira que a cultura primária de astrócitos, 
como representado no esquema 1, porém as amostras foram utilizadas 
exclusivamente para análise da expressão gênica da proteína pró-
caspase-1. 
 
4.3 AMOSTRAS DE PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM TEA 
Estes experimentos também foram realizados no Laboratório de 
Neuroinflamação, coordenado pelo Prof. Gilles Guillemin na Macquarie 
University (MQ, Austrália) durante o doutorado Sanduíche e através de 
um acordo de Doutorado em Cotutela. 
As amostras de soro sanguíneo foram coletadas na clínica 
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pediátrica do Hospital Universitário Sultão Qabbos, Omã. Crianças entre 
3 e 13 anos de idade saudáveis ou recém-diagnosticadas com TEA 
foram recrutadas de 15 famílias diferentes, totalizando 27 crianças. 
Todos os procedimentos seguiram o código de ética da Declaração de 
Helsinki, elaborada pela Associação Médica Mundial, para 
experimentos envolvendo seres humanos. Os pais de cada participante 
concordaram com a coleta das amostras por consentimento escrito, de 
acordo com as orientações e aprovação do Comitê de Ética da 
Universidade Sultão Qabbos (EC 158/2010). Os participantes foram 
inicialmente avaliados e excluídos com base no histórico de condições 
que pudessem comprometer as análises bioquímicas, por exemplo, 
doenças genéticas como esclerose tuberosa, doença do X Frágil, 
fenilcetonúria e síndrome de Lesch-Nyhan; síndrome alcoólica fetal, 
infecção do ouvido médio e uso materno de drogas ilícitas. Outros dados 
demográficos estão descritos na tabela 4. Nenhum dos participantes teve 
mudanças na dieta ou no tratamento antes do início do estudo. O 
diagnóstico de TEA foi realizado de acordo com o Manual de 
Diagnóstico e Estatística de Doenças Mentais (APA, 2000) e 
confirmado pelo questionário padronizado e validado de Escala de 
Classificação de Autismo na Infância (CARS). A escala CARS maior 
que 30 foi usada para confirmar todos os diagnósticos de TEA. Após 12 
horas em jejum, as amostras de sangue de ambos os grupos foram 
coletadas no Hospital Universitário Sultão Qabbos e armazenadas a -
80°C até as análises bioquímicas. Todas as análises bioquímicas foram 
realizadas na Faculdade de Medicina e Ciências da Saúde, Macquarie 
University, em conformidade com a aprovação institucional para a 
utilização de biomateriais humanos (HREC5201300330). Estas análises 
incluíram a mensuração de neopterina e determinação de citocinas anti-
inflamatórias, IL-1Ra e IL-10, e pró-inflamatórias, IL-1β, IL-6 e TNF-α. 
Tabela 4. Dados demográficos dos participantes  
 
Adaptado de Lim et al., 2015. 
Controles sadios Pacientes com TEA
N 12 15
Gênero (feminino/masculino) 2/10 05/10
Idade (Média ± EPM)             
faixa etária
9,61 ± 2,9                    
(4 - 13)
8,47 ± 2,36                         
(3 – 10)
Escala de CARS (Média ± EPM) 17,44 ± 2,89 36,19 ± 4,51
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4.4. PARÂMETROS BIOQUÍMICOS 
4.4.1. Análise de neopterina por cromatografia líquida de alta 
eficiência e ensaio imunoenzimático 
4.4.1.1. Preparação e análise de amostras do estudo in vivo e in vitro 
As proteínas das amostras de soro de camundongos e 
sobrenadante da cultura de astrócitos primários murinos foram 
precipitadas adicionando-se 1 volume (1:1, v/v) de ácido tricloroacético 
(TCA) 5%. O hipocampo foi homogeneizado em 100 µL da mesma 
solução (diluição 1:5 (p/v)). As amostras foram centrifugadas a 14.000 × 
g por 10 minutos a 4°C. Vinte microlitros do sobrenadante foram 
utilizados para análise por cromatografia líquida de alta eficiência 
(HPLC), utilizando cromatógrafo Waters composto por módulo de 
separação Waters e2695 e detector fluorescente Multi λ Waters 2475 
(Alliance, e2695, Waters, Milford, EUA). As análises foram realizadas 
em coluna de fase reversa (SUPELCOSILTM LC-18T, com dimensões 
de 150 x 4,6 mm, 5 µm) utilizando-se como fase móvel tampão fosfato 
de K+ 15 mM pH 6,4 com fluxo de 0,7 mL/minuto. A identificação e 
quantificação de neopterina foram realizadas por fluorescência com 
comprimento de onda de excitação de 350 nm e emissão de 430 nm 
(Adaptado de de Lucas et al., 2014). O tempo de retenção da neopterina 
foi de 4,7 minutos em uma corrida com tempo total de 8 minutos. Os 
resultados foram expressos em nmol/L para soro e sobrenadante celular 
e pmol/mg de proteína para tecido. 
A concentração sérica de neopterina mensurada por HPLC foi 
confirmada por ensaio de imunoabsorção ligado à enzima (ELISA) 
usando kit comercial (IBL international GmbH, Hamburg, Alemanha), 
de acordo com as instruções do fabricante. A concentração de neopterina 
foi estimada por interpolação da curva padrão por mensuração 
colorimétrica a 450 nm em leitor de placa de ELISA (Infinite® 200 
PRO TECAN, Männedorf, Suíça). Os resultados foram expressos em 
nmol/L. 
4.4.1.2. Preparação e análise de amostras do estudo em pacientes 
diagnosticados com TEA 
As proteínas das amostras de soro de pacientes diagnosticados 
com TEA foram precipitadas adicionando-se 1 volume (1:1, v/v) de 
TCA 10 % e filtradas com um filtro de seringa de teflon (0,22 µm) 
(Merck-Millipore, CA, USA). As amostras foram centrifugadas a 14.000 
× g por 10 minutos a 4°C. Vinte microlitros do sobrenadante foram 
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utilizados para análise por HPLC utilizando cromatógrafo Agilent 1290 
composto por módulo de separação G4220A e detector fluorescente 
G1321B (Agilent Technologies, CA, USA). As análises foram realizadas 
em coluna de fase reversa (Poroshell® C18, com dimensões de 150 x 
2,1 mm, 1,8 µm) utilizando como fase móvel tampão acetato de sódio 
0,1 M pH 4,65 com fluxo de 0,75 mL/minuto. A identificação e 
quantificação de neopterina foram realizadas por fluorescência com 
comprimento de onda de excitação de 370 nm e emissão de 438 nm 
(Adaptado de Lim et al., 2013). O tempo de retenção da neopterina foi 
de 5 minutos em uma corrida com tempo total de 8 minutos. Os 
resultados foram expressos em nmol/L. 
 
4.4.2. Análise das proteínas HO-1, IL-1β, caspase-1 e ASC por 
Western Blot 
4.4.2.1. Preparação e análise de amostras do estudo in vivo e em 
células C6 
O hipocampo foi homogeneizado em 2,5 volumes (1:2,5, p/v) de 
tampão de homogeneização (Tris 50 mM pH 7,0 contendo EDTA 1 mM, 
fluoreto de sódio (NaF) 100 mM, fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 
0,1 mM, ortovanadato de sódio (Na3VO4) 2 mM, Triton X- 100 a 1%, 
glicerol a 10% e coquetel de inibidores de protease [Roche, Mannheim, 
Alemanha]). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 × g, 
durante 10 min a 4°C e o sobrenadante foi coletado e diluído em 1 
volume (1:1, v/v) de tampão Tris 100 mM, pH 6,8 contendo EDTA 4 
mM e dodecil sulfato de sódio (SDS) a 8%. Após, as amostras foram 
aquecidas a 100°C durante 5 minutos e adicionou-se o tampão de 
diluição (Tris 100 mM, com 40% de glicerol e azul de bromofenol, pH 
6,8), numa proporção 25:100 (v/v), e β-mercaptoetanol (na concentração 
final de 8%).  
As amostras de soro foram diluídas no tampão de diluição citado 
anteriormente na proporção 1:20 (v/v). Após, adicionou-se β-
mercaptoetanol (na concentração final de 8%) e aqueceu-se as amostras 
a 100°C durante 5 minutos. 
As proteínas presentes no sobrenadante de células C6 foram 
precipitadas pela adição de 1 volume de metanol (1:1, v/v) e 0,25 
volumes de clorofórmio (1:0,25, v/v), seguido por homogeneização e 
centrifugação a 7.000 × g por 20 minutos. A fase superior foi descartada 
e 500 µL de metanol foram adicionados à interfase. Esta mistura foi 
centrifugada a 7.000 × g por 20 minutos e o precipitado contendo as 
 73 
proteínas foi deixado a 55°C para secar. Depois, o precipitado foi 
ressuspendido em 100 µL de tampão de diluição e β-mercaptoetanol (na 
concentração final de 8%) e aquecido a 100°C por 5 minutos. O lisado 
celular foi preparado em tampão para ensaio de radioimunoprecipitação 
(RIPA) contendo Tris-HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Nonidet P-40 
a 1% e 50 µL de coquetel de inibidores de protease (Roche, Mannheim, 
Alemanha). Os sobrenadantes foram obtidos após centrifugação (12.000 
× g, 10 min; 4ºC). As amostras foram diluídas em tampão de diluição 
numa proporção 25:100 (25%, v/v) e β-mercaptoetanol (na concentração 
final de 8%). 
Uma alíquota de 50 µg de proteína total ou 10 µL das amostras de 
soro foram isoladas através de SDS-PAGE (eletroforese em gel de 
poliacrilamida contendo SDS) utilizando gel de separação de acrilamida 
com concentração de 15% e gel de entrada a 4%. A eletroforese foi 
realizada com corrente de 40-80 mA e voltagem máxima de 120 mV 
durante aproximadamente 2 horas. Após a corrida, os géis foram 
submetidos ao processo de eletrotransferência e transferidos para 
membranas de nitrocelulose usando um sistema semi-dry (1,2 mA/cm2; 
1,5 h). As membranas foram coradas com Ponceau S para verificar a 
eficiência do processo de transferência e para verificar se a mesma 
quantidade de proteínas foi aplicada no gel. 
Em seguida, as membranas foram bloqueadas com 5% de leite 
desnatado em solução salina tamponada com Tris (TBS; Tris 10 mM, 
NaCl 150 mM, pH 7,5). As proteínas HO-1 ou caspase-1 ativada (p20) e 
IL-1β foram detectadas após incubação overnight (4°C) com anticorpos 
específicos diluídos em TBS-T (solução salina tamponada com Tris e 
Tween; Tris 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH 7,5) contendo 
1% de albumina sérica bovina (BSA) (anti-HO-1: 1:3.000; Santa Cruz 
Biotech, CA, USA; anti-caspase-1: 1:5.000; Cell Signalling; Danvers, 
USA; anti-IL-1β: 1:1.000; Cell Signalling; Danvers, USA). Para a 
detecção dos complexos imunes, as membranas foram incubadas por 1 
hora com anticorpos secundários conjugados à peroxidase anti-IgG de 
coelho (1:2.000; Cell Signalling; Danvers, USA) ou anti-IgG de rato 
(1:4.000; Cell Signalling; Danvers, USA) e os imunocomplexos foram 
vizualizados usando o sistema de detecção por quimiolumininescência 
ECL (GE Healthcare, São Paulo, SP, Brazil), de acordo com as 
recomendações do fabricante. Todos os passos de bloqueio e incubação 
foram seguidos por três lavagens (5 minutos) com TBS-T. As bandas 




4.4.2.2. Preparação e análise de amostras do estudo em cultura 
primária de células humanas 
As células da cultura primária de astrócitos humanos foram 
coletadas em tampão de lise RIPA contendo Tris-HCl 50 mM pH 7,4, 
NaCl 150 mM, Nonidet P-40 a 1% e 50 µL de coquetel de inibidores de 
protease (Roche, Mannheim, Alemanha). Os sobrenadantes foram 
obtidos após centrifugação (12.000 × g, 10 min; 4ºC). As amostras 
foram diluídas em Laemmni buffer (Bio-Rad; Hercules, USA) numa 
proporção 25:100 (25%, v/v) e β-mercaptoetanol (na concentração final 
de 8%). Uma alíquota de 15 µg de proteína foi isolada por eletroforese 
usando o gel 4-15% Mini-Protean® TGXTM gel (Bio-Rad; Hercules, 
USA). Após a corrida, os géis foram submetidos ao processo de 
eletrotransferência e transferidos para membranas de nitrocelulose 
usando um sistema semi-dry (1,2 mA/cm2; 1,5 h). As membranas foram 
coradas com Ponceau S para verificar a eficiência do processo de 
transferência.  
Em seguida, as membranas foram bloqueadas com 5% de leite 
desnatado em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). As proteínas 
pró-caspase-1 (p45) e ASC foram detectadas após incubação overnight 
(4°C) com anticorpos específicos diluídos em TBS-T (Tris 10 mM, 
NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH 7,5) contendo 1% de BSA (anti-
caspase-1: 1:5.000; Abcam; Cambridge, USA; anti-ASC: 1:500; Abcam; 
Cambridge, USA). Para a detecção dos complexos imunes, as 
membranas foram incubadas por 1 hora com anticorpos secundários 
conjugados à peroxidase anti-IgG de coelho ou anti-IgG de rato 
(1:10.000; Dako; Glostrup, Denmark) e os imunocomplexos foram 
vizualizados usando o sistema de detecção por quimiolumininescência 
ECL (Bio-Rad; Hercules, USA), de acordo com as recomendações do 
fabricante. Todos os passos de bloqueio e incubação foram seguidos por 
três lavagens (5 minutos) com TBS-T. As bandas imunorreativas foram 
quantificadas usando o software ImageLab®. 
4.4.3. Mensuração da produção de ERO através da taxa de oxidação 
da diclorofluoresceína 
A produção intracelular de ERO foi detectada usando o composto 
não-fluorescente 2’-7’-diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA). 
Esterases intracelulares removem o grupo acetato, convertendo DCFH-
DA em DCFH, o qual é incorporado pela célula. Esta molécula não 
fluorescente é oxidada por ERO intracelular a 2’-7’-diclorofluoresceína 
(DCF) fluorescente. Células de cultura primária de astrócitos corticais 
foram incubadas com DCFH-DA 10 µM por 30 minutos a 37°C e após 
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foram lavadas com PBS. Para a captura de imagens, foi utilizado o 
microscópio de fluorescência Olympus modelo BX41 e para as 
fotografias foi utilizado o sistema de captura de imagens Q-capture Pro 
5.1. A análise foi realizada em 5-8 campos aleatórios e os resultados 
foram expressos em número de células positivas. 
 
4.4.4. Mensuração da concentração de lactato 
A formação e liberação de lactato foram mensuradas no 
sobrenadante das culturas de astrócitos murinos, através de analisador 
específico (YSI 2700 STAT, Yellow Springs, Ohio, USA). Os 
resultados foram expressos em nmol/L. 
 
4.4.5. Determinação de citocinas 
A concentração de IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-10 e IL-1Ra 
(antagonista do receptor de IL-1) foi quantificada no sobrenadante 
celular da cultura primária de astrócitos humanos e no soro de pacientes 
diagnosticados com TEA e controles saudáveis usando o kit de 
imunoensaio baseado em esferas magnéticas (Bio-Rad, CA, USA), de 
acordo com as instruções do fabricante. A leitura da fluorescência foi 
realizada no sistema Bio-Plex 200 (Bio-Rad, CA, USA). Os resultados 
foram expressos em porcentagem do controle ou picogramas/mL.  
 
4.4.6. Determinação de proteínas 
A determinação de proteínas foi realizada pelo método de Lowry 
e colaboradores (1951) utilizando BSA como padrão.  
 
4.5. PARÂMETROS MOLECULARES 
4.5.1. Determinação da expressão gênica das proteínas GTPCH, 
pró-IL-1β e pró-caspase-1 por reação em cadeia da polimerase via 
transcriptase reversa em tempo real  
4.5.1.1. Preparação e análise de amostras do estudo in vivo 
O RNA total foi isolado a partir de hipocampo de camundongos 
usando o kit comercial TRI Reagent (Sigma; Saint Louis, USA), como 
indicado pelo fabricante. A concentração e pureza do RNA extraído 
foram determinadas através de um espectrofotômetro NanoDrop, a 260 
nm e a 280 nm. O cDNA foi sintetizado a partir de 1 µg de RNA, 
utilizando-se o kit “M-MLV Reverse Transcriptase” (Sigma, Saint 
Louis, USA). A reação foi realizada em microtubo de 0,2 mL contendo 
o tampão da enzima M-MLV transcriptase reversa, 0,1 M DTT, RNAse 
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OUT, Oligodt, 10 mM dNTP e a enzima M-MLV transcriptase reversa 
(e quantidade de água DEPC suficiente para completar 20 µL). Os 
microtubos foram colocados para reação em um Termociclador 
Eppendorf, de acordo com o seguinte protocolo: 25°C por 10 minutos, 
37°C durante 50 minutos e 4°C por 10 minutos, seguindo as instruções 
do manual do produto. 
A reação em cadeia da polimerase via transcriptase reversa em 
tempo real (RT-PCR) foi realizada utilizando o kit “SYBR Green PCR 
Super Mix Universal” (Invitrogen; Carlsbad, USA), contendo cerca de 
10-100 ηg de DNA complementar (cDNA), em um volume final de 15 
µL e na presença de 0,3 µM de primers dos tipos forward ou reverse. As 
reações foram realizadas num equipamento ABI PRISM 7900HT 
(Applied Biosystems; Foster City, USA), utilizando-se o seguinte 
protocolo: 50°C por 2 minutos, 95°C por 2 minutos, seguido de 40 
ciclos de 95°C por 10 minutos e 60°C por 1 minuto. Os dados foram 
normalizados pela expressão do gene constitutivo β-actina, empregado 
como padrão (housekeeping gene). Todas as amostras foram analisadas 
em triplicata e dois controles foram incluídos em todas as análises, 
usando-se controle negativo da transcriptase reversa e/ou água ao invés 
de amostra. Os dados foram expressos em conteúdo relativo de mRNA 
em relação ao grupo controle.  
Foram utilizados primers específicos para as proteínas GTPCH e 
pró-IL-1β conforme descrito na tabela 5. Os primers utilizados foram 
desenhados utilizando o programa “BLAST” (do inglês Basic Local 
Alignment Search Tool) disponível em 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, de acordo com os exons 
específicos para cada proteína. 
 
Tabela 5. Sequência de primers utilizados para determinar a expressão gênica 
de proteínas em amostras de camundongos 
 
 
4.5.1.2. Preparação e análise de amostras do estudo in vitro 
Ao término do tratamento da cultura primária de astrócitos e 
neurônios humanos, o sobrenadante foi descartado e o RNA total foi 
isolado a partir do lisado celular como indicado pelo fabricante do 





produto RNeasy mini kit (Qiagen, Valencia, USA). A concentração e 
pureza do RNA extraído foram determinadas através de um 
espectrofotômetro NanoDrop, a 260 nm e a 280 nm. O cDNA foi 
sintetizado a partir de 1 µg de RNA, utilizando-se o kit superscript® 
VILOTM MasterMix (Invitrogen; Carlsbad, USA). A reação foi realizada 
em microtubo de 0,2 mL contendo 4 µL do tampão de Mix de reação 
VILO (5x) e 2 µL de mix da enzima SuperScript (10x) (e quantidade de 
água DEPC suficiente para completar 20 µL). Os microtubos foram 
colocados para reação em um Termociclador Eppendorf, de acordo com 
o seguinte protocolo: 25°C por 10 minutos, 37°C durante 50 minutos e 
4°C por 10 minutos. O cDNA sintetizado foi armazenado a -80°C. 
A reação de RT-PCR foi realizada utilizando o kit “SYBR Green 
PCR Super Mix Universal” (Invitrogen; Carlsbad, USA), contendo cerca 
de 5 ηg de cDNA, em um volume final de 20 µL e na presença de 0,3 
µM de primers dos tipos forward ou reverse. As reações foram 
realizadas no equipamento ViiA TM 7 (Life technologies/ Applied 
Biosystems, Carlsbad, USA), utilizando o protocolo descrito no tópico 
anterior, mas ao invés de utilizar-se β-actina como padrão, utilizou-se 
beta-2 microglobulina (B2M). 
Foram utilizados primers específicos para as proteínas pró-IL-1β 
e pró-caspase-1 conforme descrito na tabela  6. Os primers utilizados 
foram desenhados utilizando o programa “BLAST” (do inglês Basic 
Local Alignment Search Tool) disponível em 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, de acordo com os exons 
específicos para cada proteína. 
Tabela 6. Sequência de primers utilizados para determinar a expressão gênica 
de proteínas em amostras de cultura primária de células humanas 
 
4.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os resultados foram apresentados como média + erro padrão da 
média. Os dados foram analisados utilizando a análise de variância 
(ANOVA) de uma ou duas vias, seguida pelo post-hoc de Tukey ou 
Dunnett’s, quando o F foi significante. Apenas valores significativos de 
F são citados no texto. O teste t de Student para amostras pareadas ou 
Proteínas Sequência Forward Sequência Reverse
Pró-caspase-1 CTCAGGCTCAGAAGGGAATG CGCTGTACCCCAGATTTTGT 
Pró-IL-1β ATGATGGCTTATTACAGTGGCAA GTCGGAGATTCGTAGCTGGA 
B2M AGGCTATCCAGCGTACTCCA CGGCAGGCATACTCATCTTT 
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independentes foi utilizado para comparar dois grupos pareados ou 
independentes. A correção de Welch foi utilizada com o teste t de 
Student para amostras independentes quando as variâncias dos grupos 
eram diferentes. Diferenças entre os grupos foram considerados 
significativas quando P≤ 0,05. Todas as análises foram realizadas 
utilizando o programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS; 
versão 16.0 para Windows). Os gráficos foram contruídos utilizando-se o 



































5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
Os resultados obtidos durante o doutorado foram organizados em 
quatro capítulos: 
Capítulo I: Avaliação da síntese e dos efeitos da neopterina em 
condições de mitotoxicidade in vitro 
No artigo de revisão Neopterin as a potential cytoprotective brain 
molecule publicado na revista Journal of Psychiatric Research em 
dezembro de 2015 (Ghisoni et al., 2015), compilamos dados da literatura 
que sugerem que a neopterina seria produzida por células do SNC. 
Nesse mesmo trabalho adicionamos resultados do nosso grupo de 
pesquisa que suportam essa hipótese. Assim, mostramos que a 
neopterina é sintetizada e liberada por células gliais em condições de 
toxicidade mitocondrial. Ainda, mostramos que a neopterina per se 
apresenta propriedades antioxidantes.  
Capítulo II: Avaliação da síntese de neopterina e mediadores 
inflamatórios em condições inflamatórias  
Capítulo III: Efeito da neopterina na ativação do inflamassoma em 
células nervosas 
Os resultados apresentados nos capítulos II e III fazem parte do 
manuscrito “Neopterin prevents inflammasome activation in human 
primary astrocytes” submetido ao periódico científico Biochemical 
Journal, em 5 de fevereiro de 2016. 
Capítulo IV: Avaliação da concentração de neopterina e mediadores 
inflamatórios no soro de indivíduos diagnosticados com transtorno 
do espectro autista  
Os resultados apresentados neste capítulo fazem parte do artigo 
“Altered Kynurenine Pathway Metabolism in Autism: Implication for 
Immune-Induced Glutamatergic Activity” publicado na revista Autism 
Research em outubro de 2015. 
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5.1 CAPÍTULO I: AVALIAÇÃO DA SÍNTESE E DOS EFEITOS DA 
NEOPTERINA EM CONDIÇÕES DE MITOTOXICIDADE IN VITRO 
5.1.1. Avaliação da secreção de neopterina em condições de 
mitotoxicidade em cultura primária de astrócitos de ratos neonatos 
 
A Figura 10 mostra a quantificação de neopterina no 
sobrenadante de cultura primária de astrócitos murinos após 3 horas de 
exposição à azida sódica (5 mM). Pode ser observado que os valores 









Figura 10. Secreção de neopterina induzida por exposição à azida sódica em 
cultura primária de astrócitos murinos. A cultura primária de astrócitos de ratos 
neonatos foi exposta à azida sódica 5mM por 3 horas. O sobrenadante foi 
coletado e a concentração de neopterina mensurada por HPLC. Mostra-se o 
valor da média + erro padrão da média de três experimentos independentes.  
 
Assim, mostrou-se que os astrócitos sintetizam e secretam 
neopterina em condições de disfunção mitocondrial, corroborando com 
estudos prévios onde este tipo celular secretou neopterina quando 
estimulados com IFN-γ (Cano et al., 2008). Portanto, pode-se sugerir 























5.1.2. Avaliação do efeito da neopterina sobre parâmetros de 
estresse oxidativo em condições de mitotoxicidade em cultura 
primária de astrócitos de ratos neonatos  
 
A fim de pesquisar as possíveis consequências da secreção 
astrocitária de neopterina, buscou-se avaliar o efeito desta pteridina em 
condições de mitotoxicidade em cultura primária de astrócitos murinos. 
Baseando-se na secreção de neopterina (35 nmol/L) induzida por azida 
sódica, duas concentrações da pteridina foram utilizadas para avaliação 
dos efeitos da neopterina in vitro, uma similar à quantidade mensurada 
no sobrenadante celular (50 nM) e uma superior (500 nM), que 
corresponde à concentração máxima de neopterina detectada em 
condições patológicas (Blau et al., 1996, Opladen et al., 2012). 
A Figura 11A mostra que a exposição à mitotoxina azida sódica 
(5 mM) aumentou a produção de ERO [F(1,14)=25,43; P<0,001], 
enquanto a co-exposição com neopterina (50 e 500 nM) reduziu esse 
efeito [F(2,14)=6,30; P<0,05], indicando que a pteridina inibe a produção 
de ERO induzida por azida sódica. Pode ainda ser observado na Figura 
11B que apesar de atenuar a geração de ERO, a neopterina não 
modificou a ativação da via glicolítica compensatória ao estresse 
oxidativo induzido por azida sódica, indicado pelas concentrações de 
lactato. A Figura 11C mostra que a redução do estresse oxidativo 
acontece em paralelo ao aumento do conteúdo da enzima HO-1. A 
figura mostra que tanto o tratamento com neopterina [F(2,6)= 16,45; 
P<0,01] ou com azida sódica [F(1,6)= 87,36; P<0,001] aumentaram o 




Figura 11. A neopterina modula positivamente o conteúdo de HO-1 e inibe a 
geração de ERO induzida por azida sódica em cultura primária de astrócitos 
corticais. A cultura primária de astrócitos de ratos Wistar neonatos foi exposta 
simultaneamente à azida sódica 5mM e/ou neopterina (50 e 500 nM) por 3 
horas. A produção de ERO foi avaliada pela determinação da oxidação do DCF-
DA (2’-7’-diclorofluoresceína diacetato) analisando-se o número de células 
fluorescentes (A). A determinação de lactato foi mensurada no sobrenadante 
celular utilizando-se o analisador bioquímico YSI 2700 STAT (B). O conteúdo 
de HO-1 foi analisado por Western blot e os dados quantificados por 
densitometria (C). Mostra-se o valor da média + erro padrão da média de três 
experimentos independentes. *P<0,05, **P<0,01; ***P<0,001 comparado ao 
controle; #P<0,05; ##P<0,01 vs. azida sódica 5mM   (ANOVA de duas via 



























































































































Os resultados apresentados mostram que a neopterina (50 nM) 
exerceu papel citoprotetor através da inibição da produção de ERO, mas 
não atenuou a disfunção mitocondrial, mensurada indiretamente pela 
produção de lactato, induzida pela mitotoxina azida sódica. Assim, 
pode-se sugerir que a pteridina atue preferencialmente na modulação da 
atividade de enzimas antioxidantes como um mecanismo compensatório 
ao estresse oxidativo, do que na inibição dos complexos da cadeia 
respiratória mediado pela mitotoxina. Ainda, tanto o tratamento com 
neopterina como com azida sódica aumentaram a imunoreatividade para 
a enzima HO-1, marcador da ativação do fator de transcrição Nrf2. 
Porém, os dois compostos atuaram por mecanismos distintos. No caso 
do tratamento com azida, o aumento na imunoreatividade para HO-1 foi 
claramente induzido por estresse oxidativo mitocondrial, evidenciado 
pelas concentrações elevadas de lactato e ERO, enquanto que a 
exposição a neopterina apenas induziu o aumento de HO-1. Neste 
contexto, concentrações aumentadas de HO-1 induzidas por outros 
compostos altamente hidrofílicos (como a neopterina), por exemplo, 
resveratrol, acetil-L-carnitina e curcumina também foram associados 
com proteção contra estresse oxidativo e neurotoxicidade em sistemas 
experimentais in vitro (Calabrese et al., 2005, Gonzalez-Reyes et al., 
2013, Quincozes-Santos et al., 2013).  
Além de aumentar o conteúdo de HO-1, resultados prévios do 
nosso grupo também demonstraram que a neopterina per se aumenta o 
conteúdo de Nrf2 em cultura de astroglioma C6 (dados não publicados), 
fator que ativa a transcrição de genes que codificam proteínas 
antioxidantes, incluindo HO-1, através de ligação à sequência ARE. A 
ativação de Nrf2 é sensível ao estado redox, portanto, sua ativação 
depende do grau de estresse oxidativo, a fim de coordenar distintas 
respostas biológicas para manter a homeostasia celular (Shih et al., 
2003). Sabe-se que a ativação de Nrf2 modula positivamente a 
transcrição de enzimas envolvidas na síntese de GSH, além de GR e 
GPx (Shih et al., 2003), enzimas cuja atividade foi positivamente 
modulada pela injeção via i.c.v. de neopterina em camundongos 
(Ghisoni e Latini, 2015). 
Por outro lado, estudos mostraram que a neopterina favorece a 
indução de estresse oxidativo e inflamação em células de tecidos 
periféricos expostas a altas concentrações do metabólito. Considerando 
os valores encontrados em populações de referência, as concentrações 
usadas nestes trabalhos ultrapassaram em 10 a 100.000 vezes o valor 
normal e superam em até 2.000 vezes as usadas neste trabalho. Por 
exemplo, os valores de referência na população normal variam entre 5 e 
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8 nmol/L no soro e no LCR (Hagberg et al., 1993, Widner et al., 2002, 
Casal et al., 2003, Kuehne et al., 2013), enquanto a maioria desses 
estudos usou concentrações de neopterina entre 1 e 1000 µM (Baier-
Bitterlich et al., 1995, Schobersberger et al., 1995, Schobersberger et al., 
1996, Widner et al., 1998, Hoffmann et al., 1999). De acordo com esses 
dados e no que se refere ao efeito intracelular da pteridina, existem 
evidências de que a neopterina induziria a ativação de NF-κB em células 
do musculo liso vascular murino (Hoffmann et al., 1996) e em células 
endoteliais da artéria coronária humana (Cirillo et al., 2006), e a 
expressão de NOS2 em células do músculo liso vascular murino 
contribuindo para a produção de ON e eventual síntese de peroxinitrito 
(Schobersberger et al., 1995, Widner et al., 1998). Finalmente, a 
neopterina também tem sido associada com morte celular programada 
em linhagem de células monocíticas (Baier-Bitterlich et al., 1995) e de 
epitélio alveolar murino (Schobersberger et al., 1996) expostas a até 
1000 µM de neopterina. Estudos sugerem que tanto a neopterina como 
ON e ERO produzidos por células imunes ativadas contribuem para a 
defesa do hospedeiro, criando um ambiente oxidativo a fim de remover 
patógenos e/ou tecidos lesionados (Huber et al., 1984, Albina et al., 
1991, Vaissiere et al., 1999). Assim, baseado nesses resultados 
contraditórios da literatura, a neopterina parece apresentar um papel 
dual, ou seja, concentrações muito elevadas estariam relacionadas com 
um papel pró-inflamatório, enquanto concentrações ligeiramente acima 
da secretada em condições pró-inflamatórias, exerceriam um papel 
neuroprotetor.  Esse efeito dual já foi descrito para numerosas 
biomoléculas, como IL-6 (Li et al., 2009b), IL-1β (Lampa et al., 2012), 
dopamina (Filloux e Townsend, 1993), entre outros.  
 
 
5.2 CAPÍTULO II: AVALIAÇÃO DA SÍNTESE DE NEOPTERINA E 
MEDIADORES INFLAMATÓRIOS EM CONDIÇÕES 
INFLAMATÓRIAS  
5.2.1. Perfil temporal de síntese de neopterina e da citocina pró-
inflamatória IL-1β em camundongos suíços adultos submetidos à 
inflamação induzida por LPS 
A Figura 12 mostra uma curva temporal de secreção de 
neopterina e IL-1β no soro de camundongos suíços em resposta a um 
estímulo clássico de indução de inflamação, a administração sistêmica 
de LPS (0,33 mg/kg). A concentração de neopterina aumentou 
rapidamente no soro atingindo o pico máximo em 15 minutos, e 
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permanecendo aumentada por pelo menos 60 minutos após o desafio 
inflamatório (Figura 12A) [F(4,9)=39,87; P<0,001]. Esses dados foram 
quantificados por cromatografia líquida e foram complementados por 
ELISA [F(2,5)=14,17; P<0,01], como mostrado na Figura 13.  A Figura 
12B mostra que o conteúdo de pró-IL-1β aumentou significativamente 
nos primeiros minutos, atingindo o pico máximo após 5 minutos da 
exposição à endotoxina [F(4,9)=22,83; P<0,001], que coincidiu com um 




Figura 12. O LPS induz a rápida produção periférica de neopterina e IL-1β. 
Camundongos suíços de 60 dias receberam uma única injeção i.p. de LPS (0,33 
mg/kg) e, após 5 a 60 minutos, o soro foi coletado para as análises bioquímicas. 
A concentração de neopterina foi determinada por HPLC (A) e o conteúdo de 
IL-1β isoformas pró- (p31) (B) e madura (p17) (C) foram avaliadas por Western 
blot e quantificadas por densitometria. Nos gráficos B e C, a linha tracejada 
representa os valores do grupo Basal. Mostra-se o valor da média + erro padrão 
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da média (n = 5 animais por grupo). **P< 0,01, ***P< 0,001 comparado ao 
















Figura 13. Avaliação da concentração de neopterina sérica em camundongos 
expostos ao LPS. Camundongos suíços de 60 dias receberam uma única injeção 
i.p. de LPS (0,33 mg/kg) e, após 5 a 30 minutos, o soro foi coletado para a 
mensuração da concentração de neopterina por ELISA. Mostra-se o valor da 
média + erro padrão da média (n = 5 animais por grupo). *P<0,05; **P< 0,01 
comparado ao grupo Basal (ANOVA de uma via seguido de post-hoc de 
Dunnett). 
Os resultados apresentados mostram que o curso temporal da 
síntese de neopterina ocorre em paralelo à secreção da citocina pró-
inflamatória IL-1β na circulação sistêmica. Frente a um estímulo pró-
inflamatório, as células Th1 ativadas secretam IFN-γ, que ativa 
neutrófilos e macrófagos a produzirem uma série de produtos durante o 
burst respiratório, incluindo neopterina, ON e ERO, criando um 
ambiente oxidativo a fim de remover patógenos e/ou tecidos lesionados 
(Huber et al., 1984, Albina et al., 1991, Vaissiere et al., 1999).  
A mensuração de neopterina nos fluidos biológicos por HPLC 
tem sido realizada nos últimos 30 anos e é considerado um método 
sensível e rápido para separação e quantificação desta pteridina (Hausen 
et al., 1982), representando o método padrão ouro para mensuração de 
neopterina nos fluídos biológicos. Portanto, a mensuração de neopterina 
no soro foi inicialmente realizada por HPLC, usando um método 
desenvolvido por Werner e colaboradores (1987) com pequenas 























neopterina sérica foi observada 15 minutos após a administração de 
LPS. Apesar de muito sensível, a determinação de neopterina por HPLC 
em amostras de soro pode ser problemática devido a presença de outros 
analitos que podem interferir na especificidade da análise. Assim, a fim 
de confirmar os resultados obtidos por HPLC, a concentração de 
neopterina no soro de camundongos também foi analisada por ELISA, 
um método específico que envolve o uso de anticorpos contra a 
neopterina. Estudos prévios já validaram a mensuração de neopterina 
por ELISA em amostras de soro como um método que fornece 
resultados correspondentes aos obtidos por HPLC (Nagatsu et al., 1984, 
Ogiwara et al., 1992, Turgan et al., 2001). Neste trabalho, a 
concentração de neopterina observada pelo método de ELISA foi 
inferior ao observado por HPLC. Esta diferença pode ser devido ao fato 
de que as amostras para determinação de neopterina por HPLC foram 
processadas imediatamente após a coleta, enquanto as amostras 
utilizadas para o ELISA foram mantidas em freezer -80°C por 
aproximadamente 4 meses. Apesar dessa diferença, observou-se perfil 
de aumento semelhante na síntese de neopterina no decorrer do tempo, 
atingindo o pico máximo em 15 minutos, por ambas metodologias. 
Considerando-se que a IL-1β é uma das primeiras citocinas a 
serem secretadas em condições inflamatórias sistêmicas (Jiang et al., 
1997), esta foi utilizada como parâmetro de comparação à secreção de 
neopterina. Tanto a secreção de IL-1β como a de neopterina aumentaram 
rapidamente no soro, porém, o pico de secreção da pteridina foi 
observado ligeiramente após o aumento de pró-IL-1β. A citocina IL-1β é 
sintetizada como pró-IL-1β (p31) e precisa ser clivada proteoliticamente 
por caspase-1 para formar IL-1β madura (p17), a qual é posteriormente 
secretada (Thornberry et al., 1992). A concentração de IL-1β madura 
não aumentou significativamente durante o tempo avaliado (60 
minutos). Diferente de outras citocinas, a IL-1β não é secretada através 
da clássica via que envolve a síntese e processamento no retículo 
endoplasmático e no complexo de Golgi, respectivamente. O exato 
mecanismo de secreção da IL-1β ainda não está totalmente elucidado, 
mas um dos mecanismos propostos é a formação de microvesículas a 
partir da membrana plasmática em monócitos e células dendríticas 
humanas e microglia murina, a qual é induzida pela ativação de P2X7R. 
Estas microvesívulas contêm pró-IL-1β, IL-1β e caspase-1, sugerindo 
que a liberação da forma madura de IL-1β predomine sobre a pró-IL-1β 
in vitro (MacKenzie et al., 2001, Pizzirani et al., 2007). Tanto a 
formação quanto a liberação das microvesículas da membrana 
plasmática ocorrem nos primeiros 5 minutos de estimulação com ATP in 
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vitro; porém, a liberação de IL-1β para o meio extracelular demora em 
torno de 30 minutos (MacKenzie et al., 2001). Assim, o tênue aumento 
na secreção de IL-1β no soro dos camundongos pode ser devido ao 
pouco tempo de exposição dos animais ao LPS, concordando com 
estudos prévios onde a concentração máxima de IL-1β no plasma é 
observada 4 horas após a administração de LPS via i.p. (0,33 mg/kg) 
(Godbout et al., 2005, Henry et al., 2008, Henry et al., 2009, Ghisoni et 
al., 2016). 
O aumento na concentração de neopterina e citocinas em plasma 
ou soro em condições inflamatórias já está documentado na literatura 
(Maes et al., 2012, Parker et al., 2013). Considerando que estudos 
recentes sugerem a produção central de neopterina (Kuehne et al., 2013, 
Ghisoni e Latini, 2015), analisou-se também a síntese de neopterina e 
pró-IL-1β no hipocampo de camundongos induzido pela administração 
sistêmica de LPS. 
A Figura 14A mostra o aumento significativo na concentração de 
neopterina no hipocampo de camundongos 15 minutos após a 
administração periférica de LPS [t(2)=7,80; P<0,01]. Pode ser observado 
também que o aumento de neopterina coincide com o aumento na 
expressão do gene que codifica para a proteína GTPCH, enzima que 




Figura 14. O LPS induz rapidamente a produção hipocampal de neopterina. 
Camundongos suíços de 60 dias de vida receberam uma única injeção i.p. de 
LPS (0,33 mg/kg) e, após 5 e 15 minutos, o hipocampo foi coletado para as 


















































HPLC e a expressão gênica do gene que codifica a proteína GTPCH (B) por 
RT-PCR. A expressão gênica é mostrada como a razão entre os valores 
encontrados para as proteínas de interesse em relação ao gene de referência que 
codifica para a proteína β-actina. Mostra-se o valor da média + erro padrão da 
média (n = 2-4 animais por grupo). (C) Correlação entre a concentração de 
neopterina e a expressão gênica de GTPCH: (•) Basal e (•) 15 minutos. 
**P<0,01 comparado ao grupo Basal (Teste t de Student para amostras 
independentes). 
 
Os resultados apresentados mostram a rápida produção de 
neopterina e aumento na expressão da enzima GTPCH, sugerindo que a 
concentração elevada de neopterina se deve ao aumento na expressão da 
enzima. Estudos prévios já mostraram o aumento na expressão e no 
conteúdo de GTPCH no locus coeruleus de camundongos após 4 e 6 
horas da administração sistêmica de LPS, respectivamente (Kaneko et 
al., 2001, Kaneko et al., 2003), acompanhada por aumento na produção 
de BH4 (Kaneko et al., 2001). De acordo com a literatura, a neopterina 
produzida perifericamente pode atravessar a BHE e a concentração de 
pteridina acumulada no LCR reflete as concentrações séricas ou 
plasmáticas (Fuchs et al., 1989a). Entretanto, a similaridade na produção 
e secreção temporal de neopterina na periferia e no hipocampo 
observadas neste trabalho, não sustentam o mecanismo de difusão 
simples através da BHE, reforçando a hipótese da produção central de 
neopterina independente da produção periférica. Considerando que 
estímulos inflamatórios sistêmicos modulam positivamente a expressão 
de GTPCH no tecido cerebral, sem afetar a expressão de PTPS 
(constitutiva) (Kaneko et al., 2003), pode-se concluir que a síntese de 
neopterina está favorecida no SNC em condições inflamatórias.  
A Figura 15 mostra a expressão gênica de pró-IL-1β e o conteúdo 
de caspase-1 ativada (p20) no hipocampo de camundongos suíços que 
receberam uma dose i.p. de LPS. As Figuras 15A e B mostram um 
aumento tanto na expressão da citocina [F(3,4)=6,88; P<0,05], como no 
conteúdo de caspase-1 ativada no hipocampo dos camundongos após 5 a 
30 minutos da administração de LPS [F(4,7)=12,39; P<0,01], sugerindo a 




Figura 15. O LPS induz a produção central de IL-1β com consequente ativação 
de caspase-1. Camundongos suíços de 60 dias receberam uma única injeção i.p. 
de LPS (0,33 mg/kg) e, após 5 a 60 minutos, o hipocampo foi coletado para as 
análises bioquímicas. A expressão gênica de pró-IL-1β (A) foi analisada por 
RT-PCR e é mostrada como a razão entre os valores encontrados para as 
proteínas de interesse em relação ao gene de referência que codifica para a 
proteína β-actina. O conteúdo de caspase-1 ativada (p20) (B) foi analisado por 
Western blot e quantificado por densitometria. A coloração por Ponceau foi 
utilizada como controle da quantidade de proteínas. Mostra-se o valor da média 
+ erro padrão da média (n = 5 animais por grupo). *P< 0,05, **P< 0,01 
comparado ao grupo Basal (ANOVA de uma via seguido de post-hoc de 
Dunnett). 
 
Os resultados mostram que o aumento na concentração de 
neopterina induzido por LPS no hipocampo ocorreu ligeiramente antes 
do aumento na expressão de pró-IL-1β e em paralelo à ativação de 
caspase-1, enzima responsável pela clivagem proteolítica e maturação de 
pró-IL-1β. Este trabalho mostrou pela primeira vez que a administração 
de LPS (0,33 mg/kg) via i.p. induz a ativação de caspase-1, indicador da 
ativação do inflamassoma, no SNC de camundongos. Outros estudos 
estão de acordo com estes resultados, mostrando que a administração de 
LPS induz a ativação de caspase-1 e aumento de NLRP1 no córtex 
cerebral de camundongos (Kaushal et al., 2015), além de aumentar a 
secreção de IL-1β no soro de camundongos via ativação de caspase-1 e 
NLRP3 (Kayagaki et al., 2011, He et al., 2013b). No entanto, as doses 
de LPS empregadas por esses autores foram em torno de 15 a 75 vezes 
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superiores às empregadas neste trabalho (5 – 25 mg/kg). Nossos 
resultados mostram que o aumento na expressão de pró-IL-1β ocorreu 
ligeiramente após a ativação de caspase-1. Esse resultado provavelmente 
se deve ao fato de pró-IL-1β não ser o único substrato celular de 
caspase-1 (Gurcel et al., 2006, Lamkanfi et al., 2008).  
Os resultados mostram o aumento na concentração de neopterina 
e expressão de GTPCH logo após a ativação de caspase-1. O aumento 
nas concentrações de neopterina nos fluídos biológicos tem sido 
utilizado como biomarcador em doenças metabólicas e/ou neurológicas 
que cursam com inflamação, como por exemplo diabetes do tipo 2, 
doença de Parkinson, Alzheimer, entre outras condições neurológicas/ 
neurodegenerativas (Widner et al., 2002, Parker et al., 2013, Grossmann 
et al., 2015). Entretanto, o papel da produção periférica e/ou central de 
neopterina nessas condições é desconhecido. Estudos recentes do nosso 
grupo de pesquisa mostram que a administração de neopterina via i.c.v. 
melhora a resistência ao estresse celular no córtex cerebral de 
camundongos sadios (Ghisoni e Latini, 2015) e exerce efeito anti-
inflamatório no cérebro de camundongos tratados com LPS (Ghisoni et 
al., 2016). Ainda, a neopterina via i.c.v. facilita a aquisição da memória 
do tipo aversiva e a geração do LTP hipocampal (Ghisoni et al., 2016), 
que consiste basicamente em um aumento persistente na eficiência 
sináptica importante para o processo de formação da memória (Abraham 
et al., 2002). A ativação dos inflamassomas NLRP3 e NLRP1 parecem 
estar envolvidos em prejuízos cognitivos em modelos experimentais 
caracterizados por neuroinflamação (Mawhinney et al., 2011, Heneka et 
al., 2013, Tan et al., 2014). Estudos prévios mostram que tanto a 
caspase-1 como ASC estão envolvidas no prejuízo cognitivo induzido, 
respectivamente, por infecção neonatal por Escherichia coli seguida por 
exposição ao LPS na vida adulta, e por mutações nas proteínas 
precursora de β-amilóide e presenilina 1, mimetizando a doença de 
Alzheimer em camundongos (Bilbo et al., 2005, Couturier et al., 2016).  
A ativação do inflamassoma é essencial nas respostas anti-microbianas 
(Broz et al., 2010, Liu et al., 2012, Hanamsagar et al., 2014); entretanto, 
o controle da sua ativação é essencial para recuperar a homeostasia 
celular após uma resposta inflamatória, visto que sua ativação 
persistente pode desencadear a morte celular por piroptose e 
consequente degeneração tecidual (Fink e Cookson, 2006). 
Considerando os efeitos benéficos da neopterina em relação ao estresse 
celular, inflamação e memória e que a ativação do inflamassoma ocorre 
em condições de estresse celular e contribui para a inflamação e 
prejuízos cognitivos, pode-se hipotetizar que a produção central de 
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neopterina pode exercer algum papel inibitório na ativação do 
inflamassoma no SNC.  
Assim, pode-se sugerir que a produção de neopterina durante o 
burst respiratório em condições inflamatórias, pode contribuir para o 
estresse oxidativo em células imunes ajudando a combater a lesão ou 
patógenoe também exercer efeitos benéficos nas células vizinhas 
expostas ao estresse, por exemplo, por ativação da via Nrf2/ARE. 
Portanto, considerando-se os efeitos citoprotetores da neopterina 
apresentados no capítulo anterior, pode-se sugerir que a produção e 
secreção de neopterina no SNC em condições pró-inflamatórias podem 
exercer funções neuroprotetoras, por exemplo, por modulação de 
sistemas antioxidantes, os quais podem interferir na ativação do 
inflamassoma. 
 
5.3 CAPÍTULO III: EFEITO DA NEOPTERINA NA ATIVAÇÃO DO 
INFLAMASSOMA EM CÉLULAS NERVOSAS 
Considerando que i) a neopterina é produzida por células do 
SNC, ii) modula positivamente sistemas antioxidantes e iii) sua síntese é 
estimulada em condições inflamatórias, procurou-se investigar o papel 
do pré-condicionamento com neopterina (produzida previamente ao 
estímulo inflamatório) na ativação do inflamassoma.  
 
5.3.1. Avaliação da ativação do inflamassoma induzido por LPS em 
linhagem astrocitária C6 
Inicialmente, padronizou-se o modelo de ativação do 
inflamassoma induzida por LPS in vitro. Para isso, investigou-se, a 
concentração mínima da endotoxina requerida para provocar a secreção 
de caspase-1 ativada no sobrenadante de linhagem de astrócitos murinos 
(células astrogliais C6). A Figura 16 mostra que apenas LPS 5 µg/mL 
provocou a liberação de caspase-1 ativada (p20) no sobrenadante de 




Figura 16. Detecção de caspase-1 ativada (p20) no sobrenadante de astrócitos 
expostos ao LPS. A linhagem celular de astrócitos de ratos C6 foi exposta ao 
LPS nas concentrações 1 e 5 µg/mL. Após 24 horas, o lisado celular e o 
sobrenadante foram coletados e preparados para a determinação do conteúdo de 
caspase-1, nas formas pró- (p45) e ativada (p20), respectivamente, por Western 
blot. Os dados foram quantificados por densitometria e normalizados por 
GADPH. Os resultados foram obtidos de três experimentos independentes e é 
mostrada uma imagem representativa. 
 
 
5.3.2. Avaliação temporal da expressão de proteínas constituintes 
do inflamassoma induzida por LPS em cultura primária de 
astrócitos humanos 
As Figuras 17A e B mostram que a mesma concentração de LPS 
empregada em células C6 (5 µg/mL) induziu significativamente a 
expressão dos genes que codificam para as proteínas pró-IL-1β e pró-
caspase-1 (pró-IL-1β: [F(3,4)=7,912; P<0,05]; pró-caspase-1: 
[F(3,5)=32,50; P<0,001]) em cultura primária de astrócitos humanos, 
atingindo um efeito máximo após 24 horas de exposição.  
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Figura 17. Efeito do LPS sobre a expressão dos genes que codificam pró-IL-1β 
e pró-caspase-1 em cultura primária de astrócitos humanos. A cultura celular foi 
estimulada com LPS (5 µg/ml) por 6, 12 e 24 horas, o RNA foi purificado e a 
transcrição de pró-IL-1β e pró-caspase-1 foram determinadas por RT-PCR. A 
expressão gênica é mostrada como a razão entre os valores encontrados para as 
proteínas de interesse em relação ao gene de referência que codifica para a 
proteína beta-2-microglobulina (B2M). Mostra-se o valor da média + erro 
padrão da média de três experimentos independentes realizados em triplicata. 
*P< 0,05, **P<0,01, ***P<0,001 comparado ao grupo Basal (ANOVA de uma 
via seguido de post-hoc de Dunnett). 
 
5.3.3. Avaliação do efeito da neopterina sobre parâmetros 
relacionados à ativação do inflamassoma induzida por LPS em 
cultura primária de astrócitos humanos 
As Figuras 18A e B mostram o efeito da neopterina sobre a 
expressão dos genes que codificam para as proteínas pró-IL-1β e pró-
caspase-1 induzidas por LPS. Pode ser observado que a fase de primer 
da ativação do inflamassoma (aumento na expressão gênica de IL-1β) 
não foi significativamente atenuada pela exposição prévia à neopterina 
0-500 nM por 24 horas (Esquema 1: desenho experimental em Material 
e Métodos; página: 69). No entanto, as Figuras 18B-D mostram que o 
condicionamento com neopterina 50 e/ou 500 nM durante 24 horas 
prévias à exposição ao LPS inibiu a expressão gênica de pró-caspase-1 e 
o conteúdo de pró-caspase-1 e ASC em cultura primária de astrócitos 
humanos (expressão gênica de pró-caspase-1: [F(3,6)=10,27; P<0,01]; 
conteúdo de pró-caspase-1 [F(4,7)=21,69; P<0,001], conteúdo de ASC: 
[F(4,5)=71,38; P<0,001]), sugerindo que a neopterina inibe a ativação do 
inflamassoma. 



























































Figura 18. Efeito da neopterina sobre a expressão gênica de pró-IL-1β e pró-
caspase-1 e o conteúdo proteico de pró-caspase-1 e ASC em cultura primária de 
astrócitos humanos estimulados com LPS. As células foram pré-tratadas com 
neopterina (0-500 nM) por 24 horas, e posteriormente estimulada com LPS (5 
µg/mL). Após 24 horas da estimulação com LPS, o RNA foi quantificado e a 
transcrição de pró-IL-1β (A) e pró-caspase-1 (B) foi determinada por RT-PCR. 
A expressão gênica está representada como a razão entre os valores encontrados 
para as proteínas de interesse em relação ao gene de referência que codifica para 
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horas de co-exposição à neopterina e LPS (Esquema 1; Material e Métodos; 
página 69), as células foram coletadas e o lisado celular preparado para 
determinação do conteúdo proteico de caspase-1 (C) e ASC (D) utilizando a 
técnica de Western blot. Os dados foram quantificados por densitometria e 
normalizados por GADPH. Mostra-se o valor da média + erro padrão da média 
de três experimentos independentes. **P<0,01, ***P<0,001 comparado ao 
grupo LPS (ANOVA de uma via seguido de post-hoc de Dunnett). 
Sabe-se que o LPS pode ativar o inflamassoma NLRP3 de 
maneira convencional, induzindo a secreção de ATP e consequente 
ativação de P2X7R (Piccini et al., 2008), ou não-convencional, ativando 
caspase-11 em camundongos ou os homólogos caspase- 4/5 em 
humanos (Hagar et al., 2013). Independente do tipo de ativação do 
inflamassoma NLRP3, a proteína ASC é essencial a para ativação de 
caspase-1, que por sua vez é crucial para executar o processamento de 
pró-IL-1β e pró-IL-18 (Yamamoto et al., 2004). O aumento no conteúdo 
de ASC e/ou das formas pró e/ou ativada de caspase-1 no tecido cerebral 
de humanos já foi mostrado em muitas doenças caracterizadas por 
aumento nas concentrações de neopterina, como derrame (Fann et al., 
2013), doença de Alzheimer (Heneka et al., 2013, Kaushal et al., 2015) e 
infecção por HIV (Walsh et al., 2014). Além disso, a expressão de 
caspase-1 está envolvida na morte de neurônios e astrócitos induzida, 
respectivamente, por privação de glicose (Zhang et al., 2003) e 
exposição ao LPS (Alfonso-Loeches et al., 2014). Além do papel na 
ativação do inflamassoma, a caspase-1 também pode clivar e ativar a 
caspase-6 em neurônios humanos (Guo et al., 2006), enzima envolvida 
na clivagem da proteína tau e formação dos emaranhados neurofibrilares 
intracelulares (Horowitz et al., 2004), características da doença de 
Alzheimer (Ishino e Otsuki, 1975). Portanto, a inibição do inflamassoma 
mediada pelo pré-condicionamento com neopterina em astrócitos 
humanos mostra-se importante para a homeostasia tecidual em 
condições patológicas.  
Além do conteúdo dos componentes do inflamassoma, também 
avaliou-se a secreção de IL-1β, um dos produtos finais da ativação do 
inflamassoma. A Figura 19A mostram que o pré-condicionamento com 
neopterina 50 e 500 nM inibiu significativamente a secreção de IL-1β, 
cuja maturação é dependente do inflamassoma [F(3,4)=23,49; P<0,01], 
corroborando com as evidências de que a neopterina inibe a ativação do 
inflamassoma.  
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Figura 19. Efeito da neopterina sobre a secreção de citocinas inflamatórias em 
cultura primária de astrócitos humanos estimulados com LPS. As células foram 
pré-tratadas com neopterina (0-500 nM) por 24 horas, e posteriormente foram 
estimuladas com LPS (5 µg/mL). Após 24 horas de exposição à neopterina e 
seguido por 48 horas de co-exposição à neopterina e LPS (Esquema 1; Material 
e Métodos; página 69), o sobrenadante celular foi coletado e a secreção de IL-
1β (A), IL-6 (B) e TNF-α (C) foi mensurada por kit de ELISA comercial. 
Mostra-se o valor da média + erro padrão da média de três experimentos 
independentes realizados em triplicata. *P<0,05, **P< 0,01 comparado ao 
grupo LPS (ANOVA de uma via seguido de post-hoc de Dunnett). 
Este efeito também já foi demonstrado para compostos com 
comprovada atividade antioxidante e anti-inflamatória como resveratrol, 
curcumina e hemina (Li et al., 2014, Chang et al., 2015, Gong et al., 
2015, Li et al., 2015). Assim como a neopterina, a hemina inibe a 
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redução no conteúdo de NLRP3, ASC e pró-caspase-1 e secreção de IL-
1β, em células da mucosa oral humana (Li et al., 2014). O resveratrol e a 
curcumina inibem a ativação do inflamassoma NLRP3, evidenciado por 
redução na ativação de caspase-1 e secreção de IL-1β, em cultura de 
macrófagos (Chang et al., 2015, Gong et al., 2015). Ainda, a curcumina 
também reduz a expressão de TXNIP e inibe a ativação do 
inflamassoma NLRP3 induzido por glutamato, evidenciado por redução 
no conteúdo de NLRP3 e caspase-1 ativada e secreção de IL-1β em 
fatias hipocampais de rato (Li et al., 2015). Como observado, a 
característica comum entre esses compostos e a neopterina quanto a 
inibição do inflamassoma é a redução na secreção de IL-1β, atingindo 
aproximadamente 90 % e 50 % de inibição, respectivamente.  
O inflamassoma apenas processa pró-IL-1β previamente 
produzida na célula. A ativação do receptor TLR4 por LPS induz o 
recrutamento das quinases TIRAP (proteína adaptadora contendo 
domínio TIR), MyD88 e IRAK (quinase associada ao receptor de IL-1) 
e consequente ativação de NF-κB, o qual encontra-se conjugado com 
seu inibidor, IκB (inibidor de proteínas κB), no citoplasma. A 
fosforilação de IκB leva a sua degradação proteossomal e liberação de 
NF-κB, que transloca-se para o núcleo, ligando-se a região promotora de 
genes alvos pró-oxidantes e pró-inflamatórios (DiDonato et al., 1997), 
ativando a transcrição de quimiocinas e citocinas, a expressão de 
receptores, moléculas de adesão, entre outros eventos celulares 
(Vallabhapurapu e Karin, 2009). Dessa maneira, o LPS induz a 
transcrição das citocinas pró-IL-1β, TNF-α e IL-6.  
Na Figura 19 pode ser observado que o efeito da neopterina foi 
específico na secreção de IL-1β, sem afetar a secreção de TNF-α ou IL-6 
(independentes da ativação do inflamassoma). Esses dados indicam que 
a neopterina deve exercer seus efeitos modulando a ativação do 
inflamassoma ao invés de inibir a ativação de NF-κB ou a expressão de 
pró-IL-1β. A proteína adaptadora ASC é essencial para a atividade de 
dois tipos de inflamassoma, NLRP3 e AIM2 (Schroder e Tschopp, 
2010). O LPS induz a secreção de IL-1β de maneira dependente da 
ativação de P2X7R e/ou da expressão das proteínas ASC e NLRP3 em 
monócitos e células dendríticas humanas e/ou murinas (Piccini et al., 
2008, Netea et al., 2009, He et al., 2013a). Dessa forma, podemos 
sugerir que a neopterina inibe a ativação do inflamassoma NLRP3. 
Ainda, pode-se observar na Figura 20 que o pré-tratamento com 
neopterina 50 nM levou a um aumento na secreção das citocinas anti-
inflamatórias IL-10 e IL-1Ra em relação ao grupo LPS (IL-10: 





Figura 20. Efeito da neopterina sobre a secreção de citocinas anti-inflamatórias 
em cultura primária de astrócitos humanos estimulados com LPS. As células 
foram pré-tratadas com neopterina (0-500 nM) por 24 horas, e posteriormente 
foram estimuladas com LPS (5 µg/mL). Após 24 horas de exposição à 
neopterina e seguido por 48 horas de co-exposição à neopterina e LPS 
(Esquema 1; Material e Métodos; página 69), o sobrenadante celular foi 
coletado e a secreção de IL-10 (A) e IL-1Ra (B) foi mensurada por kit de 
ELISA comercial. Mostra-se o valor da média + erro padrão da média de três 
experimentos independentes realizados em triplicata. *P<0,05 comparado ao 
grupo LPS (ANOVA de uma via seguido de post-hoc de Dunnett). 
 
Estudos já demonstraram que tanto a IL-10 quanto a IL-1Ra 
inibem a ativação do inflamassoma in vitro e in vivo, respectivamente. A 
IL-10 inibe a expressão de NLRP3, a ativação de caspase-1 e a secreção 
de IL-1β em macrófagos murinos estimulados com LPS+ATP (Gurung 
et al., 2015), enquanto IL-1Ra comercial (anakinra) reduz a ativação de 
caspase-1 e expressão de citocinas pró-inflamatórias dependentes de 
NLRP3 induzidas pela ingestão crônica de etanol no cerebelo de 
camundongos (Lippai et al., 2013). A ação anti-inflamatória de IL-10 se 
dá pela ligação ao seu receptor e consequente ativação de JAK (Janus 
quinases), as quais fosforilam e ativam as STATs (transdutores de sinal 
e ativadores de transcrição) bloqueando a produção de TNF-α, IL-1, IL-
6, entre outras (Lai et al., 1996). IL-10 também reduz a produção de 
citocinas pró-inflamatórias em cultura de microglia murina (Lodge and 
Sriram, 1996) e inibe a morte neuronal in vitro (Zhu et al., 2016), 
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(proteínas quinase ativadas por mitógeno) mediada por LPS (Wang et 
al., 1995, Kontoyiannis et al., 2001). IL-1Ra possui três isoformas 
intracelulares, liberadas durante a morte celular, e uma isoforma solúvel 
(sIL-1Ra), que pode ser secretada. Todas as isoformas funcionam como 
antagonistas competitivos que se ligam ao receptor de IL-1, sem induzir 
a transdução de sinal, inibindo assim a ligação de IL-1β e IL-1α (Malyak 
et al., 1998). As propriedades inibitórias de sIL-1Ra já foram utilizadas 
para o desenvolvimento de fármacos, como anakinra, usado em 
pacientes com artrite reumatóide e doenças auto-inflamatórias, como 
CAPS, onde há ativação exacerbada do inflamassoma (Kone-Paut e 
Galeotti, 2014). Experimentalmente, anakinra atenua a inflamação 
induzida pela ingestão crônica de álcool, reduzindo a expressão de 
citocinas e a atividade de caspase-1 dependente de NLRP3 no cerebelo 
de camundongos (Lippai et al., 2013). Ainda, IL-1Ra também reduz o 
número de células microgliais ativadas e o dano neuronal induzido pela 
excitotoxicidade mediada por NMDA (N-metil-D-aspartato) em cultura 
organotípica de hipocampo de ratos neonatos (Vogt et al., 2008), além 
de inibir a ativação de caspase-3 no cérebro de ratos neonatos induzida 
pela administração intracerebral de LPS (Cai et al., 2003). Portanto, a 
indução da secreção dessas citocinas anti-inflamatórias estão 
provavelmente relacionadas às propriedades citoprotetoras e anti-
inflamatórias da neopterina. 
A indução da via Nrf-2/ARE e a consequente inibição da 
produção de ERO também devem contribuir para os efeitos protetores 
da neopterina. Todos os ativadores de NLRP3 conhecidos ativam a 
geração de ERO, incluindo concentrações elevadas de ATP extracelular, 
colesterol, glicose, peptídeo β-amilóide, LDL oxidada ou ativadores 
particulados, como asbesto e sílica (Petrilli et al., 2007, Halle et al., 
2008, Dostert et al., 2009, Duewell et al., 2010, Estruch et al., 2015). O 
mecanismo pelo qual as EROs induzem a ativação de NLRP3 ainda não 
está totalmente elucidado, mas a maioria dos estudos sugere que seja via 
TXNIP. Esta proteína encontra-se ligada e inibida por TRX1 no citosol, 
a qual pode ser oxidada por ERO, desfazendo a associação entre as 
proteínas e liberando TXNIP para ativar o receptor NLRP3, levando a 
formação do inflamassoma (Zhou et al., 2010). Uma das respostas 
celulares ao estresse oxidativo é a ativação do fator de transcrição Nrf2, 
entretanto, o seu papel na ativação do inflamassoma ainda é ambíguo. 
De acordo com Zhao e colaboradores (2014), o Nrf2 é essencial para a 
ativação dos inflamassomas NLRP3 e AIM2 em macrófagos murinos e 
para a inflamação induzida por peritonite em camundongos. Porém, 
outros trabalhos mostram que compostos que ativam Nrf2 inibem a 
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ativação do inflamassoma. Por exemplo, os compostos bioativos do chá 
verde e da planta medicinal chinesa Litsea cubeba, respectivamente, 
epigalocatequina-3-galato e citral, ativam Nrf2 e inibem a ativação do 
inflamassoma NLRP3 induzido por nefrite lúpica no tecido renal de 
camundongos (Tsai et al., 2011, Ka et al., 2015). Ainda, a inibição/ 
atenuação da ativação do inflamassoma NLRP3 já foi descrita para 
vários antioxidantes e/ou indutores da enzima HO-1, incluindo ebselen, 
resveratrol, curcumina e hemina (Jabaut et al., 2013, Chang et al., 2014, 
Li et al., 2014, Gong et al., 2015). Além disso, estudos prévios já 
mostraram que HO-1 induz a expressão de IL-10 e IL-1Ra no fígado de 
camundongos e em linhagem de hepatócitos e macrófagos de maneira 
dependente de Nrf2 (Piantadosi et al., 2011). A indução de HO-1 por 
hemina também induz a secreção de IL-10 e previne o estresse oxidativo 
no hipocampo de camundongos induzido por transplante hepático 
(Wang et al., 2015). Portanto, a ativação da via Nrf-2/ARE deve ser um 
dos mecanismos pelo qual a neopterina aumenta a resistência ao estresse 
oxidativo no cérebro de camundongos (Ghisoni e Latini, 2015), o 
conteúdo de HO-1 e a secreção de citocinas anti-inflamatórias, e inibe a 
geração de ERO induzida por azida e a ativação do inflamassoma 
induzida por LPS em cultura de astrócitos. 
Os resultados mostrados neste capítulo mostram que o pré-
condicionamento com neopterina inibe a ativação do inflamassoma 
NLRP3 induzida por LPS, sendo os efeitos da pteridina mais acentuados 
na concentração de 50 nM em todos os parâmetros analisados. Essa 
concentração está ligeiramente acima da detectada no sobrenadante da 
cultura primária de astrócitos em condições de mitotoxicidade (35 
nmol/L) e da concentração que a neopterina atinge no LCR de 
camundongos quando administrada via i.c.v. (15 nmol/L) (Ghisoni e 
Latini, 2015, Ghisoni et al., 2016). Portanto, pode-se sugerir que os 
efeitos citoprotetores e cognitivos da neopterina podem estar 
relacionados à inibição da ativação do inflamassoma. Ainda, baseando-
se no fato da produção de ERO ser um evento crítico na ativação do 
inflamassoma NLRP3, o mecanismo sugerido para a inibição mediada 
por neopterina é a ativação da via Nrf2/HO-1 envolvida na redução de 
estresse oxidativo e produção de IL-10 e IL-1Ra. 
A ativação de Nrf2 está estritamente relacionada à ativação do 
fator de transcrição NF-κB, o qual modula a produção de citocinas e 
quimiocinas, a expressão de receptores e moléculas de adesão, entre 
outros eventos celulares importantes para a resposta inflamatória 
(Vallabhapurapu e Karin, 2009). A fim de responder efetivamente à 
inflamação aguda, o NF-κB também induz o aumento da atividade 
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mitocondrial e a expressão de NADPH oxidases, as principais fontes de 
ERO endógena (Manea et al., 2007, Mauro et al., 2011). Ainda, estudos 
demonstram que a subunidade canônica de NF-κB, p65, induz o 
aumento no conteúdo de Keap1, proteína que sinaliza a degradação de 
Nrf2 via proteassoma (Yu et al., 2011). Em contrapartida, a região 
promotora do gene Nrf2 contém vários locais de ligação de κB, 
sugerindo que o NF-κB pode ativar a transcrição de Nrf2 (Rushworth et 
al., 2012), que por sua vez ativa a transcrição de enzimas antioxidantes e 
reduz a produção de mediadores pró-inflamatórios (Itoh et al., 1997, Lin 
et al., 2008). Portanto, a atividade coordenada de ambos Nrf2 e NF-κB é 
essencial para a resolução do estado inflamatório e manutenção da 
homeostase.  
 
5.3.4. Avaliação do efeito da neopterina sobre parâmetros 
relacionados à ativação do inflamassoma induzida por LPS em 
cultura primária de neurônios humanos 
A fim de investigar se a neopterina exerceria os mesmos efeitos 
em outros tipos de células nervosas, analisou-se a expressão gênica de 
pró-caspase-1 em neurônios. Na Figura 21, pode-se observar que o pré-
condicionamento com neopterina nas concentrações de 50 e 500 nM 
também inibiu o aumento na expressão de pró-caspase-1 [F(3,5)=7,902; 
P<0,05] em cultura primária de neurônios humanos, sugerindo que o 
condicionamento com neopterina inibe a ativação do inflamassoma 
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Figura 21. Efeito da neopterina sobre a expressão gênica de pró-caspase-1 em 
cultura primária de neurônios humanos estimulados com LPS. As células foram 
pré-tratadas com neopterina (0-500 nM) por 24 horas, e posteriormente 
estimulada com LPS (5 µg/mL). Após 24 horas de exposição à neopterina e 
seguido por 48 horas de co-exposição à neopterina e LPS (Esquema 1; Material 
e Métodos; página 69), o RNA foi quantificado e a transcrição de pró-caspase-1 
foi determinada por RT-PCR. A expressão gênica está representada como a 
razão entre os valores encontrados para as proteínas de interesse em relação ao 
gene de referência que codifica para a proteína B2M. Mostra-se o valor da 
média + erro padrão da média de três experimentos independentes realizados em 
triplicata. *P<0,05 comparado com o grupo LPS (ANOVA de uma via seguido 
de post-hoc de Dunnett). 
 
5.4. CAPÍTULO IV: AVALIAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE 
NEOPTERINA E MEDIADORES INFLAMATÓRIOS NO SORO DE 
INDIVÍDUOS DIAGNOSTICADOS COM TEA 
Após observar que no modelo de inflamação aguda induzida por 
LPS a produção temporal de neopterina é similar à secreção da citocina 
pró-inflamatória IL-1β, analisou-se a concentração de neopterina e de 
mediadores anti e pró-inflamatórios no soro de crianças diagnosticadas 
com TEA. A Figura 22 mostra que indivíduos diagnosticados com TEA 
entre 3 e 10 anos de idade apresentaram concentrações séricas elevadas 
de neopterina em comparação a indivíduos saudáveis, atingindo 





































Figura 22: Indivíduos diagnosticados com TEA apresentam concentrações 
elevadas de neopterina. A concentração de neopterina foi mensurada em 
amostras de soro de indivíduos com TEA (•) e controles saudáveis (•) por 
HPLC. Mostra-se o valor da média ± erro padrão da média de controles sadios 
(n=12) e indivíduos autistas (n=15). *P<0,05 comparado aos controles (Teste t 
de Student para amostras independentes com correção de Welch). 
O aumento de neopterina pode ser atribuído à ativação de células 
imunes e consequente secreção de citocinas como IFN-γ e IL-1β, 
capazes de induzir a expressão e atividade da enzima GTPCH (Huber et 
al., 1984, Franscini et al., 2003). Existem poucos trabalhos na literatura 
sobre a mensuração de neopterina nos fluidos biológicos de pacientes 
com TEA. Sweeten e colaboradores (2003) também descreveram 
concentrações elevadas de neopterina no plasma em pacientes com TEA 
de aproximadamente 6 anos de idade (até 14 nmol/L), porém muito 
inferiores às observadas neste trabalho, o que pode ser explicado pela 
metodologia utilizada. No trabalho citado a determinação de neopterina 
foi realizada por ELISA, enquanto nós utilizamos a metodologia por 
HPLC. Ainda, outros estudos não observaram diferenças entre pacientes 
e controles (Eto et al., 1992). Ainda, a análise de neopterina no LCR de 
indivíduos com a mesma faixa etária mostrou concentrações menores da 
pteridina nos pacientes com TEA (até 12 nmol/L) em relação à pacientes 





















de cabeça, atraso no desenvolvimento, entre outras (Zimmerman et al., 
2005). Considerando que os controles utilizados não eram saudáveis, e 
que a concentração de referência para neopterina no LCR é de 5 nmol/L 
(Kuehne et al., 2013), pode-se concluir que as concentrações de 
neopterina no LCR de pacientes com autismo estavam elevadas.  Por 
outro lado, todos os estudos realizados em urina relataram concentrações 
aumentadas de neopterina em pacientes em relação a irmãos e/ou 
controles sadios (Harrison e Pheasant, 1995, Messahel et al., 1998). 
Portanto, nosso trabalho é um dos primeiros estudos a detectar 
concentrações elevadas de neopterina no soro de pacientes 
diagnosticados com TEA.  
Além da síntese de neopterina, o IFN-γ produzido em condições 
inflamatórias, também induz a atividade de IDO-1, que catalisa o uso de 
triptofano na via das quinureninas (Carlin et al., 1989). Os produtos 
dessa via apresentam atividades potencialmente neurotóxicas, como o 
ácido quinolínico (Lehmann et al., 1983), ou neuroprotetoras, como os 
ácidos quinurênico e picolínico (Ganong et al., 1983). Além dos 
resultados apresentados nessa tese, Lim e colaboradores (2015) também 
observaram elevadas concentrações de ácido quinolínico e reduzidas 
concentrações de ácido picolínico no soro de pacientes TEA (Lim et al., 
2015), sugerindo que tanto a síntese de neopterina como a via das 
quinureninas podem estar envolvidas na patogênese do TEA. 
O aumento da razão quinurenina/triptofano expressa o 
metabolismo do triptofano, um aminoácido essencial para a biossíntese 
de serotonina e melatonina, pela via das quinureninas. Portanto, a 
redução na concentração de triptofano pode levar a alterações na síntese 
serotoninérgica tornando-se um possível fator contribuidor para 
alterações do desenvolvimento. De fato, a concentração de serotonina e 
melatonina no soro de pacientes com TEA é inferior à observada em 
controles sadios (Makkonen et al., 2008), e a depleção de triptofano da 
dieta exacerba os sintomas de autismo (McDougle et al., 1996).  
Além disso, a redução na concentração de ácido picolínico sugere 
um desequilíbrio na via das quinureninas, onde a síntese de ácido 
quinolínico está favorecida. O aumento na concentração de ácido 
quinolínico no SNC, um agonista de receptores NMDA capaz de induzir 
vias de sinalização de maneira semelhante ao glutamato (Stone, 1993), 
pode alterar o equilíbrio entre a neurotransmissão excitatória e inibitória. 
Estudos sugerem que indivíduos com TEA possuem conexões corticais 
hiperexcitadas devido ao desequilíbrio entre a neurotransmissão 
excitatória, mediada por glutamato, e inibitória, mediada por ácido γ-
aminobutírico (GABA), o que resulta em alterações na linguagem e 
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comportamentos sociais em pacientes com TEA (Rubenstein e 
Merzenich, 2003). De fato, esses indivíduos apresentam concentrações 
elevadas de glutamato no soro (Shinohe et al., 2006) e em regiões 
cerebrais relacionadas ao aprendizado, linguagem e comportamento 
social, como o complexo hipocampo-amígdala e córtex auditivo (Brown 
et al., 2013), além de redução no conteúdo de subunidades de receptores 
GABA no córtex frontal (Fatemi et al., 2009). Ainda, pacientes com 
TEA apresentam maior susceptibilidade à crises epilépticas, uma das 
consequências de lesões intrahipocampais induzidas por ácido 
quinolínico em animais (Schwarcz et al., 1984). Portanto, o aumento de 
ácido quinolínico produzido na via das quinureninas pode agir como 
uma excitotoxina exógena que contribui na patogênese do TEA, 
especialmente durante a neuroinflamação. Além dos potenciais efeitos 
anti-inflamatórios da neopterina mostrados nesse trabalho, um estudo 
recente demonstrou que a neopterina exógena também inibe a atividade 
de IDO-1 em células mononucleares humanas (Schroecksnadel et al., 
2013), sugerindo que a síntese de neopterina pode exercer funções 
regulatórias na resposta imune, como a inibição da produção e 
consequentemente dos efeitos deletérios de metabólitos da via das 
quinureninas. 
A Figura 23 mostra que indivíduos diagnosticados com TEA 
apresentam concentrações séricas aumentadas das citocinas anti-
inflamatórias, IL-1Ra e IL-10 (IL-1Ra: t(18,36)=2,3; P<0,05; IL-10: 
t(16,15)= 2,33; P<0,05), enquanto observou-se uma tendência ao aumento 
na concentração das citocinas pró-inflamatórias, IL-1β, IL-6 e TNF-α, a 





Figura 23: Indivíduos diagnosticados com TEA apresentam concentrações 
aumentadas de citocinas anti-inflamatórias. As citocinas anti-inflamatórias IL-
1Ra (A) e IL-10 (B) e as pró-inflamatórias IL-1β (C), IL-6 (D) e TNF-α (E) 
foram mensuradas em amostras de soro de indivíduos com TEA (•) e controles 
saudáveis (•) por ELISA. Os dados foram expressos em picograma/mililitro 
(pg/mL) com linhas horizontais representando os valores médios. Mostra-se o 






































































indivíduos afetados por TEA (n=15). *P<0,05 comparado aos controles (Teste t 
de Student para amostras independentes com correção de Welch).  
Estudos sugerem que pacientes diagnosticados com TEA 
apresentam um desequilíbrio na produção de componentes 
inflamatórios, com predomínio de citocinas pró-inflamatórias 
(Jyonouchi et al., 2001, Ashwood et al., 2011a). Pacientes 
diagnosticados com TEA apresentam aumento de IL-6, IL-1β e/ou TNF-
α plasmáticas em comparação a controles sadios ou com atraso no 
desenvolvimento, sem alterações na concentração de IL-10 (Jyonouchi 
et al., 2001, Ashwood et al., 2011a). Interessantemente, crianças que 
exibiram sintomas de TEA tardiamente apresentam concentrações 
significativamente superiores de IL-1β em relação à crianças que 
apresentaram comportamento autista desde a infância (Ashwood et al., 
2011a). Ainda, estudos já demonstraram expressão elevada de caspase-1 
em células mononucleares do sangue periférico de pacientes TEA 
(Siniscalco et al., 2012), sugerindo o envolvimento do inflamassoma na 
patogênese da doença. Além disso, pacientes com TEA (5-44 anos) 
apresentam ativação de células microgliais e astrocitárias no tecido 
cerebral e maior expressão gênica de IL-6 e IL-10 no giro cingulado 
anterior, e concentração de IFN-γ no LCR (Vargas et al., 2005). 
Concentrações elevadas de IL-6 e TNF-α também foram detectadas no 
córtex cerebral de pacientes diagnosticados com TEA em relação a 
outros pacientes e a indivíduos controle (Li et al., 2009a); mostrando a 
heterogeneidade da resposta inflamatória nestes pacientes. A diferença 
no perfil de produção de mediadores anti- e pró-inflamatórios entre 
estudos é considerada comum, visto que a concentração desses pode 
variar dependendo do tipo de TEA e da associação com outras 
patologias, por exemplo, comprometimento do trato gastrointestinal, 
muito comum em pacientes com autismo (Napolioni et al., 2013). 
O aumento de neopterina, IL-10 e IL-1Ra observado nos 
resultados apresentados pode estar modulando negativamente a 
produção de IL-1β, TNF-α e IL-6. Outros estudos já demonstraram 
concentrações elevadas de IL-1Ra no plasma de pacientes com TEA 
(Zimmerman et al., 2005), sugerindo que essa pode representar uma 
contra-resposta a inflamação crônica (Suzuki et al., 2011). Ainda, o 
perfil de produção de citocinas anti- e pró-inflamatórias parece estar 
associado, respectivamente, a menor ou maior intensidade dos 
comportamentos característicos de autismo. Por exemplo, estudos 
mostram que as células de pacientes diagnosticados com TEA produzem 
maior quantidade de IL-10, IFN-γ e TNF-α do que células de controles 
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sadios frente a estímulos pró-inflamatórios. Ainda, pacientes com uma 
maior produção de IL-10 apresentam melhor desenvolvimento 
cognitivo, evidenciado por aprimoramento da comunicação oral. 
Enquanto que pacientes com maior produção de IFN-γ e TNF-α 
apresentam comportamento estereotipado mais intenso determinado pelo 
método de Entrevista para Diagnóstico de Autismo - Revisada (ADI-R) 
(Ashwood et al., 2011b).  
Os resultados apresentados nesse capítulo mostram que pacientes 
diagnosticados com TEA apresentam concentrações sérica aumentadas 
de neopterina e de citocinas anti-inflamatórias, que podem estar 
relacionadas a uma contra-resposta ou melhora da resposta inflamatória 
































A neopterina tem sido utilizada como um biomarcador em 
patologias periféricas e do SNC pelos últimos 40 anos, sendo 
considerada um produto inerte de excreção da via de novo da BH4. 
Neste trabalho mostrou-se que os astrócitos contribuem para a síntese de 
neopterina no SNC e que esta exerce efeitos citoprotetores diante de 
estresse celular induzido por mitotoxicidade. Ainda, foi possível 
verificar que condições inflamatórias levam à rápida produção periférica 
e central de neopterina, em paralelo à ativação do inflamassoma no 
hipocampo. 
Além de biomarcador da ativação do sistema imune, a produção 
de neopterina deve ser uma contra-resposta à inflamação, reduzindo a 
produção de ERO e aumentando o conteúdo de Nrf2, e 
consequentemente de HO-1. Assim, a modulação de sistemas 
antioxidantes pode ser o mecanismo pelo qual a neopterina inibe a 
ativação do inflamassoma em células nervosas. Considerando que os 
astrócitos são células nervosas residentes que desempenham um papel 
crucial na formação e função sináptica, e na morte e sobrevivência 
neuronal, controlar a produção astrocitária de citocinas pode ser uma 
ferramenta importante em condições neuroinflamatórias. Ainda, 
mostrou-se que pacientes diagnosticados com TEA apresentam 
concentrações elevadas de neopterina e citocinas anti-inflamatórias no 
soro, o que estaria de acordo com uma contra-resposta à inflamação. 
Considerando-se que a neopterina inibiu a ativação do inflamassoma e 
aumentou a concentração de citocinas anti-inflamatórias in vitro, pode-
se sugerir que a produção de neopterina em condições inflamatórias 

















- Confirmar que o pré-condicionamento com neopterina inibe a ativação 
do inflamassoma induzido por LPS via Nrf2/ARE, investigando se a 
neopterina inibe a ativação do inflamassoma na presença do inibidor da 
translocação de Nrf2, trigonelina, em cultura de astrócitos. 
 
- Investigar a ativação do inflamassoma NLRP3 em cultura de células 
mononucleares isoladas de sangue periférico de pacientes 
diagnosticados com TEA, analisando o conteúdo de NLRP3, ASC, 
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